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RESUMEN  

CatSper, es un canal de Ca2+ específico del espermatozoide que se activa por 

cambios en el pH intracelular (pHi) y en el potencial de membrana (despolarización) 

(Hwang et al., 2019), y en ratón, por fosforilación mediada por la cinasa dependiente 

de AMPc (PKA; Orta, et al., 2018), entre otros. El canal está constituido por diez 

subunidades que forman un complejo heteromérico y, tanto ratones macho como 

hombres con mutaciones en los genes de CatSper presentan infertilidad. En los 

mamíferos como en los erizos de mar, CatSper es el responsable principal del 

aumento de Ca2+ citosólico indispensable para las funciones necesarias en la 

fecundación, por lo que se ha propuesto como un blanco excelente para 

anticonceptivos para hombres. Hay evidencias de que en los espermatozoides de 

erizo de mar (eem), CatSper participa en la quimiotaxis (Seifert et al., 2015; 

Velázquez-Pérez et al., 2016) y en la vía de señalización del speract (decapéptido 

presente en la cubierta del óvulo) cuyo receptor está en el flagelo. En este modelo, 

la motilidad se regula por AMPc, Ca2+ y por fosforilación mediada por PKA y por 

PKC (cinasa modulada por fosfatidilserina, diacilglicerol y Ca2+). Anteriormente 

mediante el uso de mibefradil y NNC-55-0396 (ambos bloqueadores de CatSper) en 

espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus, se inhibió 

la acumulación de los espermatozoides hacia el speract lo cual sugiere la 

participación de CatSper en la quimiotaxis (Velázquez-Pérez, et al., 2016). En este 

trabajo corroboramos que CatSper participa en la quimiotaxis de espermatozoides 

de erizo de mar utilizando HC-056456, otro bloqueador de CatSper y un nuevo 

índice quimiotáctico. Dado que las secuencias de las subunidades de CatSper de 

S. purpuratus son diferentes a las de ratón, realizamos un análisis in silico de los 

sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC. Lo que encontramos es que 

CatSper de S. purpuratus tiene 7 sitios con una probabilidad de fosforilación cercana 

a 0.8 por PKA y 25 por PKC. Contra lo esperado, cuando evaluamos el efecto de 

PKI (inhibidor de PKA) y de queleritrina (inhibidor de PKC) en la quimiotaxis de los 

espermatozoides, encontramos que la inhibición de PKA afecta la quimiotaxis y que 

la inhibición de PKC no tiene efecto. Estos resultados sugieren que CatSper y PKA 

participan en la quimiotaxis de espermatozoides. Nuestros resultados al aumentar 

los niveles de AMPc con 3-isobutil-1-metilxantina (Beltrán et al., 1996), muestran 

que dicho compuesto aumenta el diámetro de la trayectoria del nado circular de los 
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espermatozoides, lo cual imposibilitó la evaluación de la participación del efector de 

la PKA (AMPc) en la quimiotaxis.  
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INTRODUCCIÓN 

 

La fecundación 
 

La fecundación es un proceso en el cual se fusionan los gametos haploides tanto 

masculino como femenino para dar origen a otro organismo genéticamente diferente 

que será diploide. Es un evento importante para que los organismos dependientes 

de la reproducción sexual puedan preservar su especie. La fecundación depende 

de la comunicación entre los gametos y el ambiente que los rodea. Al liberarse, los 

gametos se deben encontrar para que la fecundación se lleve a cabo en escasos 

minutos u horas, de lo contrario mueren. Dicho evento consta de varios procesos 

secuenciales: tras el contacto y el reconocimiento de los gametos, empieza la 

entrada de los espermatozoides al óvulo, la fusión del material genético y la 

activación del cigoto para iniciar con el desarrollo (Yanagimachi, 1994). Mediante la 

reproducción sexual se consigue la combinación de genes derivados de los 

progenitores, cada célula posee dos juegos cromosomales heredados de cada uno 

de los padres respectivamente, en los cuales la producción de gametos ocurre en 

las gónadas (testículos en machos y ovarios en las hembras) (Vacquier, 1998). La 

reproducción sexual puede ser tanto interna como externa. En la reproducción 

sexual interna encontramos múltiples procesos consecutivos como: la migración de 

los espermatozoides a través del tracto genital femenino, la penetración de los 

espermatozoides a las células del cúmulus, la adhesión a la zona pelúcida, la 

inducción de la reacción acrosomal (RA) y la fusión de las membranas plasmáticas 

del espermatozoide y del óvulo. Después de esta serie de eventos, los 

espermatozoides pueden fecundar al óvulo. Estos cambios bioquímicos y 

fisiológicos que le ocurren al espermatozoide para poder fecundar al óvulo 

homólogo se denominan capacitación. Algunos componentes necesarios para que 

la capacitación sea completa es la presencia de bicarbonato (HCO3-), de albúmina 

y de Ca2+ (Darszon et al., 2011). En invertebrados del filo Echinodermata se ha 

estudiado ampliamente la fecundación ya que brinda algunas ventajas como 

generar una gran cantidad de gametos, la facilidad para obtenerlos, el acceso a todo 

el proceso de fecundación y del desarrollo embrionario (Alberts et al., 2007).  Los 

erizos y las estrellas de mar son los modelos más usados en embriología y a los 
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cuales se debe la mayor parte de la información sobre la fecundación (Darszon et 

al., 2008; Espinal Enríquez et al., 2014; Vacquier et al., 2014).  

 

Los erizos de mar 
 

Los erizos de mar (Figura 1), son animales pertenecientes al filo de los 

Echinodermata palabra del griego que significa “echino” espina y “dermos” piel. Los 

equinodermos se originaron a inicios del Precámbrico en hábitats hiperbentónicos, 

de un deuterostomado excavador ancestral. La mayoría de los arquetipos se habían 

establecido en el Cámbrico (de donde son los registros fósiles más antiguos) 

alcanzando su punto máximo a principios y mediados del Paleozoico. Actualmente 

se reconocen cinco clases en este filo: 1) Asteroideas (Estrellas de mar) 2) 

Ophihuroidea (Ofiuras, estrellas de cesta) 3) Holothuroidea (Pepinos de mar) 4) 

Crinoidea (Lirio de mar) y 5) Echinoidea (Erizos de mar). Los integrantes de la clase 

Echinoidea poseen un cuerpo globoso o discoidal, placas esqueléticas unidas por 

una matriz de colágeno e interdigitaciones de calcita formando un caparazón duro 

con espinas móviles que ocupan para desplazarse, canales acuíferos dentro del 

caparazón, surcos ambulacrales cerrados, aparato masticador interno (linterna de 

Aristóteles), situado tras la boca y provisto de cinco dientes calcáreos protráctiles 

que les permiten alimentarse. La clase Echinoidea se divide a su vez en las 

subclases Cidaroidea (Erizos lápiz) y Euechinoidea (Erizos de mar). Los integrantes 

de la subclase Euechinoidea mantienen un caparazón globular o discoidal, el 

número de pies ambulacrales y espinas por placa varía, la disposición del ano va 

desde aboral a posterior. Los erizos de mar se encuentran en todos los océanos y 

en todas las profundidades, principalmente son consumidores de algas, detritívoros 

y en algunos casos depredadores. Son deuterostomados, poseen un celoma bien 

desarrollado que posee un sistema vascular acuífero compuesto por un conjunto de 

canales y cámaras derivados del celoma, un endoesqueleto compuesto por osículos 

calcáreos exclusivos (compuestos de CaCO3 y MgCO3) cubierto por la epidermis, y 

una simetría pentámera con formas larvarias bilaterales. Los erizos regulares 

poseen cinco gónadas, cada una en el interior de una zona interambulacral. Los 

gonoporos están situados en las cinco zonas interambulacrales del periprocto.  
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Figura 1. Anatomía de la estructura general interna del erizo de mar. Cuerpo globoso (A), pie 
ambulacral (B), linterna de Aristóteles (C), esófago (D), estómago (E), ano (F), gónada (G), periprocto 
(H), espina móvil (I), ampliación de una región del endoesqueleto (J), placas interambulacrales (K) y 
placa ambulacral (L). Modificado de Calcagno et al., 2014.  
 
El erizo de mar es un organismo de fecundación externa que se ha usado como 

modelo de estudio de la fecundación por más de 110 años. Es un organismo dioico, 

posee sexos separados. Estos organismos al no poseer dimorfismo sexual solo se 

pueden diferenciar tras la liberación de los gametos, los espermatozoides presentan 

un color blanco y los óvulos un color naranja (Vacquier 1986; Brusca & Brusca, 

2003; Darszon et al., 2011). Los erizos de mar empleados en este estudio son las 

especies Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus (Figura 2). 

  

Figura 2. Los modelos de erizos de mar utilizados en este estudio. A) Strongylocentrotus 
purpuratus y B) Lytechinus pictus 
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El espermatozoide de erizo de mar 
 

Es una célula haploide altamente polarizada la cual tiene como función fecundar al 

óvulo. Los espermatozoides de erizo de mar (eem) se pueden obtener en grandes 

cantidades siendo de hasta 40,000 millones de espermatozoides en un mililitro por 

un erizo al inyectarle KCl 0.5 M en la cavidad intracelómica. En S. purpuratus se 

pueden obtener hasta 5 ml de semen. El eem (Figura 3) se divide en:  cabeza, cuya 

dimensión es ~3x1 µm con 2 µm de largo la cual contiene al acrosoma, el núcleo y 

una mitocondria, y en el flagelo con una dimensión de ~0.2x50 µm (Vacquier, 1986; 

Vacquier et al., 2014; Darszon et al., 2011).  

Figura 3. Esquema del espermatozoide de erizo de mar (eem). La parte superior muestra la 
cabeza con los organelos que la integran, y en la parte inferior una sección transversal del flagelo 
compuesto principalmente por el axonema, el aparato motor del flagelo. Modificada de Darszon et 
al.,.2011. 
  

La motilidad del espermatozoide de erizo de mar 

 

El espermatozoide en el interior de la gónada permanece inmóvil por la alta 

concentración de CO2 y un bajo pH intracelular (pHi = 7.2). La motilidad se inicia a 

un pH mayor como el del agua de mar, de 8.0 (Johnson et al., 1983). Posteriormente 

hay un eflujo rápido de H+, que eleva el pHi de 7.2 a 7.6 (Lee et al., 1983). El 

aumento del pHi activa las dineínas del axonema, las cuales son ATPasas 
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dependientes de pH que se activan por alcalinización del pHi de 7.5 a 8.0 (Christen 

et al., 1983). La mitocondria es el principal productor de ATP, y las dineínas sus 

principales consumidoras. La respiración mitocondrial y la motilidad de los 

espermatozoides se encuentran ligadas y reguladas por el pHi (Christen et al., 1982; 

Shapiro et al., 1985). El pHi del espermatozoide y su motilidad dependen de la 

composición iónica externa del medio (concentración de sales). La alcalinización 

artificial del espermatozoide con NH4Cl, ha permitido probar que el aumento del pHi 

participa directamente en la motilidad del espermatozoide (Lee et al., 1983). 

Manipular la [Ca2+] a la que se exponen los espermatozoides permeabilizados o 

desmembranados de invertebrados (o de mamíferos) altera la asimetría del 

movimiento flagelar. Además, la alta [Ca2+]i inhibe la motilidad flagelar (Brokaw 

1979; Tash & Means, 1982). La regulación de la motilidad del eem también esta 

influenciada por el AMPc (Vacquier et al., 2014; Beltrán, 2019), el cual es sintetizado 

por las Adenilil ciclasas (ACs), la Adenilil ciclasa soluble (sAC), y ACtm las Adenilil 

ciclasas Transmembranales (ACtm) (Garbers & Kopf, 1980; Hanoune & Defer, 2001; 

Cooper, 2003; Cooper & Crossthwaite, 2006; Beltrán et al., 2007; Vacquier et al., 

2014). Experimentos de inmunofluorescencia y miscroscopía de epifluorescencia 

mostraron que la inicialmente, que la sAC está en el flagelo del espermatozoide 

(Bookbinder et al., 1990) y posteriormente mediante microscopía confocal, se 

mostró que también está en la región de la cabeza (Beltrán et al., 2007). Además, 

el nado basal de los eem se altera en presencia de inhibidores de la sAC como el 

2-OHE y KH7 (Loza-Huerta, 2013), y se sabe que ~94% del AMPc del eem proviene 

de la sAC (Vacquier, et al., 2014). En eem también se inmunolocalizaron de manera 

diferencial cinco ACtms; ACtm1 (área del acrosoma en la cabeza), ACtm2 y ACtm9 

(cabeza y flagelo), ACtm5 (áreas del acrosoma y mitocondria en la cabeza) 

(Beltrán et al., 2007, Vacquier et al., 2014). Adicionalmente, el hecho de que un 

inhibidor de las ACtm (SQ22536), disminuyera la velocidad de nado basal ende los 

eem ~30%, confirma la presencia de dichas ACtms en las células (Loza-Huerta, 

2013). Existe evidencia de la participación de la fosforilación (Inaba, 2003), de PKA, 

de la cinasa dependiente de lípidos (PKC) (White et al., 2007; Loza-Huerta el al., 

2013) y de los sustratatos fosforilados por ambas enzimas (pPKAs, pPKCs) (Loza-

Huerta et al., 2021), en la motilidad de eem. Además, en los eem hay una 

comunicación cruzada entre PKA y PKC involucrada en la regulación de su motilidad 

(Loza-Huerta et al., 2021).  
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La quimiotaxis del espermatozoide de erizo de mar 
 

La quimiotaxis es el movimiento dirigido de una célula hacia un gradiente químico, 

y al agente químico que lo causa se llama quimioatrayente. En 1884, Pfeffer 

demostró por primera vez la quimiotaxis de los gametos masculinos de helecho 

(Revisado en Kaupp, 2012; Miller, 1985) y hace más de 100 años Lillie lo hizo en 

espermatozoides de Arbacia punctulata (Lillie, 1912). La quimiotaxis en 

espermatozoides como respuesta a un ligando fue demostrada en A. punctulata 

utilizando el péptido activador del espermatozoide resact purificado (SAP; 

CVTGAPGCVGGGRL-NH2) (Ward et al., 1985). Mientras que, en los erizos de mar 

Hemicentrotus pulcherrimus (Suzuki., 1995) y S. purpuratus, se purificó e identificó 

al speract (Hansbrough & Garbers, 1981). Se han desarrollado derivados 

fotoactivables del speract, denominado “speract enjaulado”. Estos compuestos 

permitieron caracterizar los patrones de nado generados por un gradiente químico 

en las especies L. pictus y S. purpuratus (Tatsu et al., 2002). La trayectoria del nado 

del espermatozoide de varias especies de invertebrados se caracterizó por la 

alternancia de vueltas pronunciadas y nado recto (Kaupp et al., 2003), siendo el 

nado recto el que se observa en presencia de un quimioatrayente, mientras que las 

vueltas pronunciadas se presentan en su ausencia (Miller., 1977; Guerrero et al 

2010a; 2010b). La unión del speract a su receptor en la membrana flagelar dispara 

un tren de oscilaciones en la [Ca2+]i, que genera el nado recto y las vueltas 

pronunciadas (Wood et al., 2007). El movimiento de giros y vueltas pronunciadas 

permiten al espermatozoide exponerse a diferentes concentraciones del gradiente 

del quimioatrayente. Esto genera un cambio en la asimetría del batido flagelar 

desencadenando fluctuaciones de Ca2+, lo que permite un cambio en el patrón de 

nado (Kaupp et al., 2003).  

También se ha demostrado que la cantidad de receptores en el flagelo de los 

espermatozoides resulta crucial para la respuesta natatoria del espermatozoide, ya 

que en modelos predictivos sobre la detección del quimioatrayente, A. punctulata 

tienen mejor detección que L. pictus y éste último mejor que S. purpuratus. Aunque 

lo anterior correlaciona muy bien con el número de receptores que tiene el 

espermatozoide de cada una de esas especies (~3x105, 6.3x104 y 2x104, 

respectivamente), la pendiente en la concentración del campo de quimioatrayente 
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resulta ser de vital importancia para una respuesta quimiotáctica en el 

espermatozoide (Ramírez-Gómez et al, 2020). 

 

Los canales iónicos del espermatozoide de erizo de mar 
 

Los canales iónicos son proteínas de membrana que transportan de manera 

eficiente iones a través de la bicapa lipídica no conductora. Solo algunos de estos 

canales son suficientes para activar, en milisegundos, cambios sustanciales de 

electricidad y concentración en una célula pequeña como el espermatozoide. Los 

canales iónicos están involucrados en la comunicación entre el espermatozoide con 

su entorno y el óvulo. La forma en que los espermatozoides nadan, encuentran el 

óvulo y lo fecundan depende de los cambios de permeabilidad a los iones 

modulados por las señales ambientales y los componentes de la capa externa del 

óvulo (Darszon et al., 2006). Un canal de Ca2+ localizado en la cabeza de los eem 

es el receptor de IP3, una proteína generalmente asociada con la liberación de Ca2+ 

de las reservas internas de Ca2+ (Zapata et al., 1997). Durante la quimiotaxis el 

espermatozoide detecta el gradiente de speract mientras éste se va uniendo a los 

receptores en el flagelo. Se ha planteado la posible participación de canales de 

iones Cl- y K+ regulados por Ca2+ (CaCC y CaCK, respectivamente) (Figura 4), los 

cuales contribuyen con los eventos de hiperpolarización y despolarización que 

promueven la remoción de la inactivación y la activación de los canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje (Cav), relacionados con las oscilaciones de la [Ca2+]i del 

eem en la quimiotaxis (Wood et al., 2003, 2007; Guerrero et al., 2010b, 2013; 

Espinal-Enríquez et al., 2011). Un modelo de red, validado con los resultados de 

análisis proteómico de una fracción enriquecida con proteínas integrales de 

membrana obtenida extrayendo membranas aisladas de flagelos de eem S. 

purpuratus con Triton X-114, predice que CatSper es el canal principal de Ca2+ en 

la motilidad del eem (Espinal-Enríquez et al., 2017). Los canales catiónicos del 

receptor del potencial transitorio (TRPC) son detectores celulares multifacéticos 

capaces de participar en diversas funciones como la visión, el gusto, la audición, el 

tacto, el olfato, la percepción térmica y la nocicepción (Latorre et al. 2009; Wu et al. 

2010). Mediante experimentos de inmunocitoquímica en el eem S. purpuratus se 

identificaron las proteínas TRPC3, TRPC5 Y TRPC6 en la cabeza y en los flagelos 
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de los eem (Darszon et al., 2012). Otro canal perteneciente a la familia de los TRP 

en eem es el complejo TRPP1/TRPP2 conformado por las proteínas policistina1 

como receptor y policistina2 como canal iónico conocido como suREJ (por sus siglas 

en inglés: “sea urchin Receptor for Egg Jelly”; Neill et al., 2004). Los canales 

SpHCN1 y SpHCN2 son canales activados por hiperpolarización y regulados por 

nucleótidos cíclicos, inmunolocalizados en el flagelo, y se encuentran involucrados 

en la vía de señalización del speract (Figura 4), permitiendo la entrada de iones Na+ 

ayudando a la repolarización del potencial de membrana (Em) (Gauss et al., 1998; 

Galindo et al., 2005). Finalmente, como ya mencionamos, cuando el speract se une 

a su receptor aumenta la concentración de GMPc, que se une al canal de K+ tetra-

KCNG, el cual es responsable de la hiperpolarización inicial que dispara la unión del 

speract a su receptor en el flagelo del eem (Galindo et al., 2000).  

 

La cascada de señalización disparada por el speract  
 

Se propone que la cascada de señalización del speract inicia con la unión del 

regulador de la motilidad speract (de la capa externa del óvulo) a su receptor (SpR) 

en la membrana del flagelo del espermatozoide, junto con la guanilil ciclasa (GC), 

elevan los niveles de GMPc que activan a la fosfodiesterasa 5 (FDE5; Rybalkin et 

al. 2003; Su & Vacquier 2006).  Con ello se abre el canal de iones K+ (Tetra-KCNG) 

produciendo un flujo de salida de K+ y una disminución transitoria en el potencial de 

membrana (hiperpolarización), que a su vez activa un intercambiador de Na+/H+ 

específico del espermatozoide (sNHE). Al elevarse el pH intracelular (pHi) se 

estimula a la adenilil ciclasa soluble (sAC; Vacquier et al. 2014), aumentan los 

niveles de AMPc, activa a las ATPasas dineínas, y al canal de Ca2+ específico del 

espermatozoide, CatSper (Chung et al. 2017; Espinal-Enríquez et al. 2017; Ren et 

al. 2001; Seifert et al. 2015; Hwang et al., 2019) y la carnitina palmitoil transferasa I 

( CPT-I; asociada con la membrana externa mitocondrial) que regula el metabolismo 

mitocondrial para producir ATP (García-Rincón et al. 2016). La hiperpolarización 

inicial provocada por el speract y el aumento de los niveles de AMPc abren el canal 

de Na+, SpHCN, lo que permite la entrada de Na+ y una despolarización de los 

espermatozoides. Esta despolarización, junto con el aumento de pHi y AMPc, 

activan el canal CatSper que induce oscilaciones de Ca2+ en el flagelo de la célula. 
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El aumento de la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) cambia el batido 

flagelar, lo que hace que el espermatozoide gire. Un intercambiador Na+/Ca2+ 

dependiente de K+ (NCKX; Su & Vacquier, 2002), y probablemente una bomba de 

Ca2+ de membrana plasmática (CaP; Gunaratne et al. 2006), restablecen los niveles 

de Ca2+ en el reposo. Posiblemente, el aumento de [Ca2+]i también abre canales de 

Cl- regulados por Ca2+ (CaCC) y / o canales K+ regulados por Ca2+ (CaKC), que 

luego contribuyen a hiperpolarizar nuevamente el Em, eliminando la inactivación de 

los canales Ca2+ activados por voltaje (Cav) y abriendo canales de SpHCN. Este 

mecanismo se repite cíclicamente para generar un tren de aumentos de Ca2+. La 

secuencia continúa hasta que uno o más de los componentes moleculares en la ruta 

se regulan negativamente. Además, el AMPc activa una vía de entrada de Ca2+ poco 

caracterizada, que puede contribuir a un aumento tónico en la [Ca2+]i. Finalmente, 

las dineínas hidrolizan ATP en concierto con las oscilaciones de [Ca2+]i para regular 

el nado de los espermatozoides (basado en Darszon et al. 2011; Espinal-Enríquez 

et al. 2017; González-Cota et al. 2015; Guerrero et al. 2010b; Nishigaki et al., 2014). 

El aumento en el pHi disparado por la unión del speract a su receptor, también 

desfosforila (inactiva) a la GC (Ward et al. 1985). Es posible que además del 

aumento de pHi y de la despolarización que regulan a CatSper, la estimulación del 

canal por la elevación en los niveles de AMPc esté mediada por PKA (como en 

espermatozoides de ratón; Orta et al., 2018) y/o por PKC.  
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Figura 4. Modelo de cascada de señalización activada por speract. Ver descripción en sección 
“La cascada de señalización disparada por speract”. Guerrero et al., 2020. 
 

El canal catiónico específico del espermatozoide CatSper 
 

CatSper (Figura 5) pertenece a una clase de canales de Ca2+, cuya expresión se 

limita a los testículos y es el principal canal mediante el cual el Ca2+ entra al flagelo 

del espermatozoide (Espinal-Enríquez, et al., 2017; Lishko & Mannowetz, 2018). El 

canal CatSper es débilmente dependiente de voltaje, selectivo para Ca2+, sensible 

a pH y a Ca2+, tanto en primates como en humanos se regula por progesterona 

(Liskho et al., 2011, 2012; Strunker et al., 2011; Hwang et al., 2019; Rahban et al., 

2020). En espermatozoides de mamíferos, su actividad sirve para la hiperactivación 

y la fertilidad masculina (Lishko et al., 2011; Nishigaki et al. 2014; Singh & Rajender, 

2014). El canal CatSper está codificado por al menos 10 genes y el poro se 

encuentra formado por un heterotetrámero de cuatro subunidades α (CatSper 1-4). 

CatSper1 tiene un dominio N-terminal rico en histidinas (que inicialmente se 

pensaba era responsable de la sensibilidad a pH (Kirichok et al., 2006; Ren et al., 

2001)), CatSper2 tiene residuos cargados positivamente en el cuarto segmento 

transmembranal en cada cuarta posicion, mientras que las subunidades 3 y 4 solo 
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tienen dos residuos cargados positivamente lo que explica su poca dependencia al 

voltaje (Quill et al., 2001). Además, hay otras seis subunidades accesorias 

CatSperβ, CatSperγ, CatSperδ, CatSperɛ, CatSperζ y EFCAB9 (EF-Hand Calcium 

Binding Domain 9) (Chung et al., 2017; Hwang et al., 2019). Dada su complejidad, 

CatSper no se ha podido expresar en sistemas heterólogos (Sun et al., 2017). Los 

ratones macho que carecen de alguno de los genes que codifican para las 

subunidades α o δ (Chung et al., 2011), son infértiles debido a la perdida de la 

función del canal y a la falta de hiperactivación (Carlson et al., 2003, 2005; Quill et 

al., 2003, Qi et al., 2007; Ren et al., 2001), al igual que en varones, que presentan 

pérdida de la función (Avenarius et al., 2009; Smith et al., 2013). Los 

espermatozoides de ratón carentes (nulos) de la subunidad CatSperδ reducen la 

expresión de la subunidad α formadora del poro CatSper1, lo que indica que 

CatSperδ es esencial para la expresión correcta y funcional del complejo CatSper 

(Chung et al., 2011). Además del hecho de que los espematozoides de ratones 

nulos en la subunidad CatSper1 no expresan CatSper2 y viceversa (Babcock, 2007; 

Qi et al., 2007), así como las subunidades accesorias CatSperβ y CatSperγ (Liu et 

al., 2007; Wang et al., 2009), indica que para el ensamblaje correcto del canal 

CatSper se requiere de todas sus subunidades accesorias (Chung et al., 2011). Los 

espermatozoides de humano con mutaciones en CatSperɛ presentan una motilidad 

normal pero no pueden realizar la fecundación in vitro ya que no presentan 

hiperactivación (Williams et al., 2015; Brown et al., 2018). CatSperζ solo se ha 

encontrado en mamiferos sugiriendo que este mecanismo es especifico de estos, y 

los ratones carentes de CatSperζ se ven afectados en la disposición cuadrilateral 

del nanodominio de CatSper sin afectar su funcionalidad, (Chung et al., 2017). En 

2001 se demostró, tanto mediante experimentos de inmunocitoquímica como de 

microscopia electrónica, que CatSper se localiza en el flagelo del espermatozoide 

de ratón (Ren et al., 2001), y en 2014 se mostró mediante STORM (stochastic optical 

reconstruction microscopy, por sus siglas en inglés) y fosfoproteómica, que CatSper 

se requiere para la formación de cuatro dominios de Ca2+ lineales que organizan 

proteínas de señalización como la calmodulina cinasa II (CaMKII), la fosfatasa 2B-

Aγ (PP2B-Aγ) y la caveolina-1 (marcadora de microdominios de membrana), a lo 

largo del flagelo tanto en humanos como en ratones (Chung et al., 2014, 2017). El 

uso de los bloqueadores para CatSper NNC y Mibefradil permitieron evidenciar su 

actividad en espermatozoides de humano y de ratón (Strünker et al., 2011; Lishko 
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et al., 2011) y mediante experimentos de patch-clamp en espermatozoides de 

humano, se mostró que 2 µM de NNC bloquea la corriente de CatSper en 

espermatozoides estimulados con progesterona (Lishko et al., 2011). Además, en 

espermatozoides de ratón se sabe que en ausencia de CatSper no hay influjo de 

Ca2+ mediado por AMPc (Ren et al., 2001) y que el AMPc regula la actividad de 

CatSper mediante fosforilación por la proteína cinasa dependiente de AMPc (PKA) 

(Orta et al., 2018).

 

 
Figura 5. Modelo del canal iónico CatSper. La caricatura ilustra la interacción y la topología 
predicha de las 10 subunidades del complejo de canales CatSper de mamíferos (Hwang et al., 2019). 
Las flechas sólidas indican las subunidades detectadas mediante análisis proteómico en 
espermatozoides de S. purpuratus (Sp; CatSper1 (XP_011664201.1), CatSper2 (XP_011679404.1), 
CatSper4 (XP_011682209.1), CatSperβ (XP_011679115.1), CatSperδ (XP_011664202.1), CatSperγ 
(XP_011679048.1; Espinal-Enríquez et al., 2017), CatSperε (XP_011664202.2 y XP_030855090.1) 
y EFCAB9 (XP_003728906.1) (C. Beltrán, no publicado). Es importante mencionar que las 
subunidades *CatSperδ, *CatSperγ y *CatSperε de S. purpuratus, carecen de región 
transmembranal y que, aunque CatSper3 (XP_011666090) está en el genoma de S. purpuratus, no 
se ha dectado por análisis proteómico en eem (Figura modificada de Hwang et al., 2019). 
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 La fosforilación de proteínas 
 

La mayoría de las enzimas, sus rutas metabólicas y de señalización asociadas están 

reguladas mediante fosforilación reversible. Las proteínas cinasas son enzimas que 

dependen de ATP que añaden un grupo fosforilo al grupo –OH de una tirosina, 

serina o treonina (Tyr, Ser o Thr) en alguna proteína. Este proceso se hace 

reversible mediante una segunda clase de enzimas denominadas fosfatasas que 

hidrolizan los ésteres de fosfato resultantes de la cadena lateral, liberando Pi. 

Durante la fosforilación, el grupo terminal fosfato (γ) del ATP se transfiere a residuos 

de serina o treonina por una clase de cinasas de las familias AGC y CaMK, o a 

residuos específicos de otro tipo de cinasas de la familia de las PTK. La reacción de 

fosforilación suele llevarse a cabo en el citoplasma celular, donde el ATP es más 

abundante. Las fosfatasas revierten el efecto de las cinasas al remover el grupo 

fosfato unido a la proteína blanco. La frecuencia entre el estado fosforilado y 

defosforilado dependen de la actividad relativa de las cinasas y las fosfatasas, y no 

en todos los casos es reversible (Mathews et al., 2014). 

 

-Las proteínas cinasas 
 

Las cinasas eucarióticas comprenden una de las superfamilias más grandes de 

proteínas y genes homólogos. Dentro de esta superfamilia hay cientos de miembros 

con secuencias conocidas. Las cinasas conforman más del 1% de todas las 

proteínas codificadas en el genoma humano; aproximadamente una de cada tres 

proteínas en células de mamíferos se fosforila (Hanks & Hunter, 1995; Hunter, 

1987). Todas las cinasas conservan un motivo en su secuencia que da la evidencia 

de cómo pueden transferir el grupo fosfato-γ del ATP o GTP a un grupo hidroxilo de 

una serina, treonina o tirosina de la proteína sustrato. La comparación de la 

secuencia de aminoácidos en el fragmento catalítico 250-300 de las cinasas se 

utilizó para organizar estas enzimas en árboles filogenéticos y agruparlos en 

subfamilias con funciones similares. La actividad catalítica de las cinasas está 

designada por su dominio cinasa, al cual se le atribuyen tres funciones: i) la 

orientación y unión del donador del fosfato-γ del ATP o GTP, como un complejo con 

cationes divalentes generalmente Mg2+ o Mn2+ ii) la unión y orientación de la 
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proteína sustrato e iii) la transferencia del fosfato-γ del ATP o GTP al residuo 

hidroxilo en la proteína sustrato.  

 

-La cinasa dependiente de AMPc (PKA) 
 

La PKA es un heterotetrámero compuesto por dos subunidades regulatorias R y dos 

subunidades catalíticas C, con cuatro tipos diferentes de subunidades R (RIα, RIβ, 

RIIα y RIIβ) y cuatro tipos diferentes de subunidades C (Cα, Cβ, Cγ y PrKK) (Taylor 

et al., 2004; Zimmermann, 1999). Las subunidades regulatorias pueden formar 

homodímeros o heterodímeros y de esta forma contribuir a la diversidad molecular 

de la PKA. La holoenzima R2C2 es inactiva debido a que la subunidad catalítica 

inhibe la unión del AMPc al sitio de unión del fosfato en la subunidad regulatoria. El 

AMPc se une a los sitios A y B, de la subunidad regulatoria. Sólo el sitio B se 

encuentra expuesto para la unión del AMPc en la holoenzima inactiva, después de 

la unión del AMPc al sitio B se induce la unión del AMPc al sitio A (Francis et al., 

2002). La unión de las cuatro moléculas de AMPc en la holoenzima R2C2 inactiva 

(dos moléculas de AMPc en cada una de las subunidades regulatorias), conduce a 

un cambio conformacional y la disociación del dímero de la subunidad regulatoria y 

dos monómeros de la subunidad catalítica, el cual convierte a la PKA en una enzima 

catalíticamente activa (Francis et al., 2002; Kopperud et al., 2002; Taylor et al., 

2004). La subunidad catalítica reconoce los residuos de serina o de treonina de las 

secuencias de aminoácidos, RRXS o RXXT (R es arginina; S, serina; T, treonina y 

X cualquier aminoácido) de las proteínas. El asa de activación es una de las 

regiones más dinámicas de la estructura de las cinasas debido a que contiene sitios 

de fosforilación críticos para su función. Al no haber fosforilación, el asa obtiene una 

estructura irregular en una conformación no óptima para llevar a cabo la catálisis 

(Johnson, et al., 1996). La actividad de muchas cinasas se regula por el estado de 

fosforilación de esta asa de activación. Regularmente la subunidad catalítica de la 

PKA se encuentra ensamblada como una enzima activa con su asa de activación 

fosforilada (Shoji, et al., 1979).  En el asa de activación de la subunidad catalítica 

se sabe que existe un mecanismo regulatorio in vivo que involucra la fosforilación y 

la defosforilación de la treonina 197 (Thr-197). La fosforilación es un evento 

necesario para la maduración y actividad biológica óptima de la PKA (Steinberg et 
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al., 1993). Aunque la subunidad catalítica se fosforila también en la serina 338 y en 

otras serinas de la PKA, tanto en bacterias como en células de mamífero; estas 

fosforilaciones no afectan la actividad de la subunidad y tienen sólo efectos menores 

en la movilidad de la proteína en geles de poliacrilamida desnaturalizante (PAGE) 

(Shoji et al., 1979; Steinberg et al., 1993; Yonemoto, et al., 1993). La Thr-197 se 

encuentra dentro del subdominio VIII que está asociado con sitios de fosforilación 

en muchas otras cinasas de la familia AGC incluyendo CDC2K, MAPK, MAPKK y 

muchas otras cinasas de tirosinas (Hank & Hunter, 1995; Yonemoto et al., 1993). 

La secuencia de esta región está altamente conservada en las subunidades 

catalíticas de los mamíferos en las isoformas Cα, Cβ y Cγ (Beebe et al., 1990). La 

vía de PKA dependiente AMPc es importante para la regulación de la motilidad de 

los espermatozoides de ratón ya que los ratones deficientes en sAC son infértiles, 

mediante el uso de HCO3 este entra al espermatozoide y activa a la sAC 

aumentando los niveles de AMPc (Jaiswal & Conti., 2003; Xie et al., 2006).  

 

-La proteína cinasa C (PKC) 
 

La PKC es una familia de proteínas cinasas del grupo de cinasas AGC activadas 

principalmente por la hidrólisis de lípidos (fosfatidilserina, DAG) y Ca2+ (Nishizuka, 

1984). PKC participa en la regulación de la función de otras proteínas mediante la 

fosforilación de residuos de serina y treonina (Kennelly & Krebs, 1991). Se identificó 

por primera vez en cerebros de rata y se definió como una enzima con actividad de 

cinasa de histonas (Inoue, et al., 1977). Los miembros de la familia de la PKC 

poseen un polipéptido formado por una región regulatoria en el amino terminal (20-

40 kDa) y una región catalítica en el carboxilo terminal (~45 kDa) separados por una 

bisagra que se proteoliza cuando la PKC se une a la membrana plasmática (Newton, 

1993). La PKC se divide en cuatro dominios conservados: C1, C2, C3 y C4 

(Coussens et al., 1986). La función de cada uno de estos dominios se estableció 

por análisis bioquímicos y por mutaciones. El dominio C1 es un motivo rico en 

cisteínas, duplicado en algunas isoformas, además en este dominio se encuentra el 

sitio de unión para ésteres de forbol y DAG. Previo al dominio C1 se encuentra una 

secuencia denominada “pseudosustrato”. El dominio C2 contiene el sitio de 

reconocimiento para los ácidos grasos y el sitio de unión para el Ca2+. Los dominios 
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C3 y C4 forman la región catalítica donde se unen el ATP y el sustrato, 

respectivamente. La superfamilia de PKCs se divide en tres subfamilias con base 

en su estructura y formas de regulación: convencionales, nuevas y atípicas 

(Nishizuka, 1995). Las convencionales: son las que se descubrieron primero y las 

mejor caracterizadas, comprenden las isoformas α, βI, ΒII y γ. Esta subfamilia se 

caracteriza por ser reguladas por DAG y Ca2+. Además, son blanco para ésteres de 

forbol los cuales activan a la PKC, eliminando el requerimiento de DAG y 

disminuyendo la concentración de Ca2+ necesaria para su activación (Castagna, et 

al., 1982). Entre las nuevas isoformas están η, ɛ, δ y θ. Estas son estructuralmente 

similares a las convencionales, excepto que son insensibles al Ca2+ porque el 

dominio C2 aunque mantiene su estructura, no tiene el grupo funcional de unión a 

Ca2+. Además, siguen siendo sensibles a DAG y ésteres de forbol. Las formas 

atípicas son las menos estudiadas y comprenden las isoformas λ, ι y ζ. Estas son 

sensibles a Ca2+ y no responden a DAG ni a ésteres de forbol (Ono et al., 1989) ya 

que no tienen el dominio C2 ni el dominio C1 y solo tienen un motivo rico en cisteínas 

en vez de dos. En el quinoma de S. purpuratus se cuenta con cuatro diferentes 

genes de PKC los cuales son: β (perteneciente al grupo de las PKCs 

convencionales), ι (perteneciente al grupo de las PKCs atípicas), δ y ɛ 

(pertenecientes al grupo de las PKCs nuevas) (Newton et al., 1993; Bradham et al 

2006). 

 

El índice quimiotáctico 
 

La quimiotaxis de los espermatozoides se ha estudiado ampliamente en los 

invertebrados marinos debido a que dependen de respuestas quimiotácticas 

perdurables en un medio sometido a cambios como lo es el mar (Ralt et al., 1994). 

El estudio de la quimiotaxis de los espermatozoides se ha abordado en distintos 

niveles, como el análisis cualitativo de las respuestas de la población o a la 

evaluación cuantitativa de los parámetros de motilidad del nado de los 

espermatozoides en respuesta al estímulo (Ramírez-Gómez et al., 2020). 

Algunas medidas indirectas de los cambios de natación de los espermatozoides son 

la curvatura y la asimetría, sin embargo, estas medidas no determinan si la posición 
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del espermatozoide está a una distancia cercana o lejana del óvulo (Böhmer et al., 

2005; Cosson et al., 1984; Fukuda et al., 2004; Guerrero et al., 2010a; Miller, 1982; 

Shiba et al., 2005; Wood et al., 2007; Yoshida et al., 2002). Para el estudio del 

comportamiento quimiotáctico del espermatozoide se emplea el ángulo de 

orientación con respecto a la fuente del quimioatrayente como parámetro de 

natación, para saber así la orientación del espermatozoide. 

En el año 2002 Riffel y su grupo implementaron un vector de longitud media. Este 

se refiere al desplazamiento que incorpora información sobre los ángulos de 

orientación y calcula un vector unitario que refleja el comportamiento quimiotáctico, 

mostrando un valor de 1 cuando hay quimiotaxis y un valor de 0 cuando no la hay. 

En el mismo año, Yoshida y su grupo propusieron el índice quimiotáctico de la 

ecuación lineal (LECI) para poder estudiar la respuesta a extractos de gelatina de 

óvulos de especies de ascidias en la motilidad de los espermatozoides (Yoshida et 

al., 2002). Esto determina que cuando se aproxima una célula espermática a la 

fuente del quimioatrayente tendrá un valor positivo, por el contrario, si el 

espermatozoide se aleja del punto de origen del quimioatrayente mostrará un valor 

de LECI negativo. Si el valor de LECI fuese 0 significa que no se vio alterado el nado 

del espermatozoide que continuó nadando en círculos concéntricos en la misma 

posición. Uno de los problemas con el uso de LECI para cuantificar la quimiotaxis 

del espermatozoide es que no considera el comportamiento previo a la estimulación 

del quimioatrayente, y después de llegar a la fuente del quimioatrayente puede 

presentar un valor de 0 µm/s al no desplazarse progresivamente. 

Los métodos previamente establecidos pueden medir las respuestas quimiotácticas 

robustas del espermatozoide hacia el óvulo, pero es difícil cuantificar las respuestas 

quimiotácticas marginales, por lo que se debe de emplear otra forma de evaluar la 

quimiotaxis con mayor precisión. El uso de quimioatrayentes fotoactivados brinda 

ventajas importantes para estudiar y caracterizar el comportamiento quimiotáctico 

de espermatozoides individuales. Estos quimioatrayentes modificados se activan 

con un flash de una longitud de onda determinada, lo cual propicia respuestas 

quimiotácticas hacia el quimioatrayente. Esto impide la perturbación externa 

producida por métodos experimentales como el pipeteo o la perfusión del 

quimioatrayente a la cámara donde se encuentran los espermatozoides. Los 

espermatozoides de los erizos de mar tienen una respuesta típica de giro y carrera 
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durante la natación quimiotáctica. Estos espermatozoides muestran un 

comportamiento tigmotáctico circular de las trayectorias cuando nadan cerca de los 

límites de un contenedor (Miller, 1985). 

Teniendo en cuenta que los diferentes métodos para cuantificar quimiotaxis de 

espermatozoide en organismos de fecundación externa anteriormente expuestos 

(Brokaw, 1979; Crenshaw, 1993a, 1993b; Crenshaw & Edelstein-Keshet, 1993c; 

Miller, 1982; Riffell et al., 2002; Yoshida et al., 2002) no consideran el movimiento 

de deriva previo al estímulo, el ángulo entre la dirección de deriva, ni la dirección 

del gradiente al mismo tiempo, se ha propuesto un índice quimiotáctico (CI) que sí 

incorpore estos parámetros (Ramírez-Gómez et al., 2020). 

El CI propuesto elimina el componente circular de una trayectoria común de eem, 

suavizando la trayectoria original utilizando un filtro de promedio. Para garantizar 

que sigue la dirección de la trayectoria, se ajusta un modelo lineal a la trayectoria 

suavizada y la línea correspondiente es forzada a pasar por el punto medio de dicha 

trayectoria. El CI se define en función del desplazamiento progresivo de los 

espermatozoides como 𝐶𝐼 = (|𝑢|𝑐𝑜𝑠 𝜃 − |𝑣|𝑐𝑜𝑠𝛷)/ (|𝑢| + |𝑣|) , donde Φ y θ son los 

ángulos de orientación y |𝑣| 𝑦 |𝑢| y la velocidad progresiva antes y después de la 

fotoactivación del quimioatrayente, respectivamente (Figura 6). El ángulo de 

orientación se calcula entre el desplazamiento progresivo de los espermatozoides y 

el vector de referencia (el cual apunta hacia la fuente del quimioatrayente). Los 

ángulos de orientación pueden tomar valores de 0 a 180, dependiendo del 

desplazamiento del espermatozoide al quimioatrayente. Para calcular el valor del 

desplazamiento progresivo, se cambia el sistema de coordenadas de la trayectoria 

suavizada por el sistema de regresión lineal, cambiando la trayectoria suavizada por 

un vector a lo largo de la longitud de coordenadas traspuestas, representado por un 

vector gris y un vector negro antes y después de la fotoactivación del 

quimioatrayente, respectivamente. La velocidad progresiva se representa como el 

desplazamiento progresivo del espermatozoide por unidad de tiempo. Para eliminar 

la posibilidad de calificar un índice quimiotáctico influido por el movimiento de deriva 

previo al estímulo, se considera el desplazamiento del espermatozoide antes de la 

activación del quimioatrayente y luego se resta de la respuesta quimiotáctica del 

espermatozoide posterior al estímulo. Para casos donde el espermatozoide nada 

en círculos concéntricos con poco movimiento de deriva, el desplazamiento 
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progresivo del espermatozoide antes de la activación del quimioatrayente no brinda 

contribución alguna al CI. Sin embargo, influirá considerablemente al valor del CI si 

el movimiento de deriva previo al estímulo es grande según la respuesta 

quimiotáctica. Para medir la respuesta quimiotáctica se utilizan valores que van de 

-1 a 1, representando el valor 0 la nula respuesta quimiotáctica (Ramírez-Gómez et 

al., 2020). 

 

Figura 6. Índice quimiotáctico. (A) Gráfica general de una trayectoria de espermatozoide de erizo 
de mar quimiotácticamente positivo de un video de 9.99 segundos. (B) Ampliación de los elementos 
medidos mediante el índice quimiotáctico. Los puntos grises y negros representan las trayectorias 
del espermatozoide antes y después de la fotoactivación del quimioatrayente, respectivamente. Las 
espirales en verde y azul indican el suavizado de la trayectoria del espermatozoide antes y después 
de la fotoactivación, respectivamente. Los vectores en gris (u) y negro (v) indican el desplazamiento 
progresivo del espermatozoide antes y después de la fotoactivación del quimioatrayente, 
respectivamente. Los vectores de referencia son representados mediante un color rojo (θ) o magenta 
(Φ) y apuntando hacia la fuente del quimioatrayente. Los puntos morados representan la trayectoria 
durante el disparo de luz UV de 200 ms (Modificado de Ramírez-Gómez et al., 2020) 

 

ANTECEDENTES 

 

Está descrito que la motilidad de los espermatozoides de erizo de mar de S. 

purpuratus se regula por AMPc, PKA y la [Ca+2]i (Tash & Means, 1983; Loza-Huerta 

et al., 2013b; Darszon et al., 2008) y que la sAC participa de manera importante en 

dicho proceso (Loza-Huerta, 2007; Loza-Huerta et al., 2013a y 2013b; Vacquier et 
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al., 2014). Además, tanto la motilidad como la respuesta al speract, cambian el 

patrón de fosforilación por PKA y por PKC de proteínas de solubilizados totales de 

eem separadas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (PAGE) (Bracho, & 

Tash, 1998; White & Gagnon 2007; Loza-Huerta et al. 2013a).  

Como mencionamos inicialmente, CatSper es un canal catiónico de Ca2+ específico 

del espermatozoide que se activa por cambios en el pHi, por despolarización de la 

membrana y por AMPc (Hwang, et al., 2019) y que los ratones machos carentes de 

CatSper y hombres con mutaciones en seis de los diez genes de CatSper, son 

infértiles. Dado que tanto en mamíferos (Hwang et al., 2019) como en erizo de mar 

(Espinal-Enríquez, et al., 2017) CatSper es el principal responsable de los aumentos 

de Ca2+ citosólicos indispensables para las funciones necesarias para la 

fecundación, se ha propuesto como un blanco excelente para generar un 

anticonceptivo masculino, ya que cerca del 15% de los fármacos actúan sobre 

canales iónicos (Garcia & Kaczorowski, 2016; Wang et al., 2020). 

Mediante experimentos de inmunofluorescencia con un anticuerpo generado contra 

la secuencia predicha de la subunidad CatSper1 (XP_011664201.1) de S. 

purpuratus, en nuestro grupo se demostró que, al igual que en espermatozoides de 

erizo de mar A. punctulata (Seifert, et al., 2015) como en mamífero (Ren et al., 

2001), CatSper se expresa en el flagelo del espermatozoide de S. purpuratus 

(Velázquez-Pérez, et al., 2016). Además, el análisis proteómico de una fracción 

enriquecida en proteínas integrales de membrana obtenida a partir de la 

solubilización de flagelos de eem de S. purpuratus con Triton X-114, reveló la 

presencia de 6 subunidades (CatSper 1, 2, 4, β, δ, y γ) (Espinal-Enríquez et al., 

2017) (Figura 5). En la misma especie, recientemente se identificaron también 

mediante análisis proteómico de microdominios de membrana de eem, a 2 

isoformas de la subunidad ε (XP_011664202.2 y XP_030855090.1) y a EFCAB9 

(XP_003728906.1) (C. Beltran, no publicado). Es importante mencionar que el 

genoma de S. purpuratus, además contiene a CatSper3 (XP_011666090). Lo 

anterior indica que en S. purpuratus están al menos nueve de los diez genes que 

codifican para CatSper en mamíferos (Figura 5). El uso de los bloqueadores de 

CatSper, Mibefradil y NNC en experimentos en poblaciones de eem marcados con 

un indicador fluorescente de Ca2+ (Fluo-4AM), y estimulados con speract (Espinal-

Enríquez, et al., 2017) o con 10 mM de NH4Cl (Loyo-Celis, et al., 2021), permitió 
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mostrar que CatSper participa en la vía de señalización disparada por el speract. 

Los dos bloqueadores de CatSper mencionados (Mibefradil y NNC) también inhiben 

la acumulación de los eem de L. pictus y de S. purpuratus en respuesta a la 

activación de speract fotoactivado (Velázquez-Pérez, et al., 2016). Lo anterior 

corrobora lo observado en A. punctulata, donde utilizaron 10 µM del bloqueador de 

CatSper, MDL12330A (Seifert, et al., 2015). Aunque en ambos trabajos se propuso 

que CatSper está involucrado en la quimiotaxis, los resultados de esos 

experimentos no son suficientes para afirmar que CatSper participa en la 

quimiotaxis de los espermatozoides, ya que en ambos casos solo miden 

acumulación y no quimiotaxis (Ramírez-Gómez, et al., 2020).  

Con los antecedentes mencionados, además del hecho de que en espermatozoides 

de ratón PKA modula la actividad de CatSper (Orta et al., 2018), en este proyecto, 

nos propusimos determinar si CatSper participa en la quimiotaxis y si la fosforilación 

mediada por la cinasa dependiente de AMPc afecta dicho proceso. Utilizamos eem, 

-el modelo por excelencia para el entendimiento de la quimiotaxis de 

espermatozoides- de S. purpuratus y/o de L. pictus, debido a que son las especies 

mejor caracterizadas y a que sus etapas de maduración no se sobreponen a lo largo 

del año. Se utilizó speract fotoactivable (inactivo) para evitar causar perturbaciones 

en el medio y así evitar afectar el movimiento (y la quimiotaxis) por la adición de 

este con una pipeta en la cámara durante los registros.  

 

JUSTIFICACIÓN  

 

Investigar sobre la participación de CatSper y de la cinasa dependiente de AMPc 

(PKA) en la quimiotaxis puede brindar información que nos permita avanzar en el 

entendimiento de los estímulos, entidades moleculares y su correspondiente 

correlación en la fecundación. 

 

HIPÓTESIS 

 

CatSper y PKA afectan la quimiotaxis de los espermatozoides de erizo de mar. 
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OBJETIVOS 

 

• Objetivo general:  

Determinar si la inhibición de CatSper, de PKA, de PKC y de la sAC, afectan la 

quimiotaxis del espermatozoide de erizo de mar.  

• Objetivos específicos:  

1. Hacer un análisis in silico de los sitios probables de fosforilación por PKA y 

por PKC en el complejo CatSper. 

2. Determinar en la quimiotaxis de los eem: 

-El efecto del bloqueador de CatSper HC-056456. 

-La participación de la proteína cinasa dependiente de AMPc (PKA). 

-La participación de la proteína cinasa modulada por DAG (PKC).  

3. Determinar la participación de la sAC en la quimiotaxis de los eem. 

4. Determinar el aumento de la concentración de AMPc intracelular mediante el 

inhibidor de FDEs, IBMX. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Análisis in silico para la predicción de los sitios de fosforilación por PKA y 

PKC 
 

Se realizó una búsqueda de las secuencias de todas las subunidades que 

conforman a CatSper, tanto en erizo de mar (S. purpuratus) como en ratón (M. 

musculus) y humano (H. sapiens). Para ésto se consultaron las bases de datos 

Uniprot (https://www.uniprot.org/) y BLAST de proteínas 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSe

arch&LINK_LOC=blasthome). Una vez obtenidas las secuencias de cada una de 

las secuencias que conforman a CatSper de humano, ratón y erizo de mar en 
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formato FASTA, se realizó un alineamiento mediante el programa Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para determinar qué tan diferentes eran. 

Para analizar los sitios probables de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades del complejo CatSper del genoma de S. purpuratus y de M. musculus 

utilizamos la versión 3.1 del servidor NetPhos 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/). 

 

Obtención de espermatozoides de erizo de mar 
 

Los espermatozoides de erizo de mar (eem) se obtienen de las especies L. pictus 

(Obtenidos de South Coast Bio-Marine LLC en California, USA 

https://scbiomarine.com) y S. purpuratus (Javier García Pámares. Ensenada, Baja 

California, México). Los erizos se mantienen en agua de mar artificial (AMA) 

compuesta por, en mM: NaCl 485, CaCl2 10, KCl 10, MgSO4 30, NaHCO3 2.5, MgCl2 

26, HEPES 10 y EDTA 0.1 a ~1000 mOsm y pH 8) a una temperatura de 14-15 ºC. 

Los erizos se inyectaron en la región intracelómica con 0.1-1 ml de KCl 0.5 M para 

obtener los gametos, los cuales se colectaron con una pipeta Pasteur y se 

almacenan en tubos Eppendorf en un termo con hielo a 4 ºC durante 2-3 días. A 

estos espermatozoides se les denomina “secos” (Figura 7). 

 

Figura 7. Obtención de gametos. Los erizos son inyectados con KCl 0.5 M en la región 
intracelómica (A). Posteriormente los erizos liberan sus gametos en el gonoporo (B) de donde son 
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recolectados por medio de una pipeta Pasteur (C) y almacenados en refrigeración (D). Modificado 
de Galindo, 2000. 

 

Experimentos de quimiotaxis 
 

Para los experimentos de quimiotaxis los espermatozoides “secos” se tocan con 

una punta para micropipeta (2-200 ul), y se transfieren a 500 µl de Agua de Mar 

Artificial en que contiene speract fotoactivable 100 nM a pH 7.2 para L. pictus y pH 

7.8 para S. purpuratus en la cámara de registro. Al AMA se le agregan 10 µM del 

bloqueador del canal CatSper HC-056456 (Cat. No.531948 Medkoo Bioscience), o 

los inhibidores de PKA (PKI 10 µM; Cat. No. 2546 Tocris), de PKC (Queleritrina 2.5 

µM; Cat. No. C-400 Alomone), de FDEs, (IBMX 150 µM; Cat. No. I-5879 Sigma-

Aldrich), de la sAC, (KH7 1 µM; Cat. No.  K3394 Sigma-Aldrich), o Dimetilsulfóxido 

(DMSO Cat. No. D2650 Sigma-Aldrich) en volúmenes equivalentes del disolvente 

de HC e IBMX 10 y 150 µM respectivamente. Como controles negativos se 

emplearon AMA, AMA0Ca (AMA al cual no se le adiciona CaCl2, para inhibir la 

quimiotaxis) y AMA40K (AMA conteniendo 40 mM de KCl que despolariza la célula 

e inhibe la cascada de señalización que dispara el speract) al pH correspondiente 

según la especie. Se dejaron incubar los espermatozoides en la cámara durante 5 

minutos a 14°C antes de comenzar con el registro. Para el registro se utilizaron 

cubreobjetos redondos (25 mm de diámetro; marca VWR) pretratados con poli-

HEMA (Cat. No. P3932 Sigma-Aldrich) a una concentración de 1 mg/ml disuelta en 

etanol al 95%. Dichos cubreobjetos se colocaron en cámaras de registro circulares 

para microscopio. Para eliminar el exceso de poli-HEMA, partículas de polvo y evitar 

que los espermatozoides se peguen al vidrio, la cámara circular se enjuagó con 500 

µl agua destilada tres a cuatro veces y se realizó un lavado final con AMA, AMA0Ca 

o AMA40K, dependiendo de la condición experimental. La cámara de registro se 

posicionó en la platina de un microscopio invertido de epifluoresencia Nikon Eclipse 

TE 300. Para enfocar los espermatozoides se utilizó el objetivo de 40X y se tomaron 

imágenes con la cámara AndoriXon con el programa Andor iQ2. Para activar el 

speract enjaulado se utilizó un disparador (Kinetic trigger device, Kinetic Imaging) y 

una lámpara de UV (UVICO-UV Rapp Optoelectronic) conectados al microscopio 

mediante una fibra óptica de 2,000 µm de diámetro (F2000 plateada). Se usa la 
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misma fibra en ambas especies de erizo de mar. Esta fibra se alineó en el área del 

centro de la imagen para generar la fuente del quimioatrayente en el centro del 

campo (Guerrero et al., 2010b; Ramírez-Gómez et al., 2020) (Figura 8). 

 

Figura 8. Estrategia experimental para la determinación de quimiotaxis en eem. Los 
espermatozoides “secos” colectados de erizo de mar (A), se depositan en una cámara de registro 
(B) en Agua de Mar Artificial (AMA), sin Ca2+ (AMA0Ca) o conteniendo 40 mM de KCl (AMA40K). 
Para la condición experimental se utilizó AMA en presencia o ausencia del bloqueador de CatSper 
HC-056456 o de inhibidores de las cinasas PKA (PKI) y PKC (Queleritrina), inhibidor de la sAC (KH7) 
o inhibidor de las FDEs (IBMX) con speract fotoactivable 100 nM.  La cámara de registro (B) se 
coloca en un microscopio Nikon Eclipse TE 300 (C) sobre un regulador de temperatura a 14°C 
dejando incubar durante 5 minutos (D), donde se registra el nado de los espermatozoides antes y 
después del flash de luz UV mediante una cámara AndoriXon (E) que envía las imágenes captadas 
a una computadora mediante el programa Andor iQ2 (F) que genera un video de 15 segundos 
compuesto de 430 imágenes para hacer posteriormente, un análisis de trayectorias (G). 
 

Protocolo de captura de imágenes 
 

Se utilizó el programa Andor iQ2 para crear los protocolos y obtener archivos de 

video (.tif) para el análisis de las trayectorias. El protocolo se programó para grabar 

un video de 15 segundos dividido en 430 imágenes, donde los primeros 5 segundos 

son el control de nado sin estímulo, y del segundo ~5 al 5.2 la irradiación con luz 

UV que fotoactiva el speract enjaulado. Los 10 segundos restantes se utilizan para 

ver la respuesta de los espermatozoides al speract fotoactivado.  
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Análisis de trayectorias de espermatozoides de erizo de mar 
 

Mediante el programa ImageJ se analizan los videos obtenidos del programa Andor 

iQ2 restándoles la fracción inmóvil mediante un algoritmo que calcula una 

proyección de intensidad media de los 15 segundos que dura el video. Mediante el 

plugin MTrackJ se rastrearon las trayectorias de cada uno de los espermatozoides 

y generaron archivos de Excel (.xls). Se utilizó el lenguaje de programación R para 

realizar análisis estadísticos, en el cual se generó un código (script) que genera un 

archivo de texto (.txt) con una lista de los valores de los índices quimiotácticos 

obtenidos de cada una de las diferentes condiciones (diferentes concentraciones de 

speract y control negativo). Si el valor del CI generado era CI>0 la trayectoria 

analizada era quimiotácticamente positiva, si el CI=0 se considera que es nula y si 

CI<0 presentaba una respuesta quimiotáctica negativa (Figura 9).  
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Figura 9. Ejemplos de los movimientos de los espermatozoides experimentando quimiotaxis 
positiva (A), nula (B) y negativa (C). El experimento se realizó con una concentración de 100 nM 
de speract. Los puntos grises y negros representan las trayectorias del espermatozoide antes y 
después de la fotoactivación del quimioatrayente, respectivamente. Las espirales en verde y azul 
indican la trayectoria del espermatozoide antes y después de la fotoactivación, respectivamente. Los 
vectores en gris y negro indican el desplazamiento progresivo del espermatozoide antes y después 
de la fotoactivación del quimioatrayente, respectivamente. Los vectores de referencia son 
representados mediante un color magenta o rojo y apuntando hacia la fuente del quimioatrayente. 
Los puntos morados representan la trayectoria durante el disparo de luz UV de 200 ms.  

 

Análisis estadístico de las respuestas quimiotácticas de los eem 
 

Posteriormente con el mismo script se realizó una prueba de normalidad (Shapiro 

test) sobre la distribución de los índices quimiotácticos de cada condición para 

determinar qué tipo de análisis estadístico se debía realizar en cada población. Al 
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no tratarse de una distribución normal (p>0.05) se realizó un análisis estadístico no 

paramétrico (Wilcoxon-test) (p<0.05). El valor de p entre la comparación de dos 

distribuciones determinó si estas poseen o no diferencia significativa siendo p<0.05 

significativamente diferente y p>0.05 sin diferencia significativa. Una vez 

determinados los valores mediante la comparación de poblaciones de cada 

condición, el script generó una gráfica de cajas de cada una de ellas (Figura 10).  

 

Figura 10. Análisis de trayectorias y estadístico de los eem. El análisis de trayectorias de 
espermatozoides con el programa ImageJ está representado en los paneles de A-D. La sección con 
una flecha roja (a partir del panel E) representa el análisis estadístico en el lenguaje de programación 
R. La transición para generar el archivo al que se restó la fracción inmóvil se representa del panel A 
al panel C, la transición del panel D al E muestra el análisis de trayectorias que genera el archivo de 
Excel con las coordenadas de cada espermatozoide rastreado. La transición del panel E al F muestra 
la lectura del archivo generado de Excel con el lenguaje de programación R, a partir del cual se 
realiza el análisis estadístico y que genera una gráfica de cajas. En el panel G en base a los valores 
del índice quimiotáctico obtenidos por condición experimental.  

 

RESULTADOS  

 

Análisis in silico de los sitios de fosforilación por PKA y por PKC en CatSper 
de S. purpuratus y M. musculus 
 

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar si CatSper participa en la 

quimiotaxis del espermatozoide de erizo de mar. Aunque está reportado que en 
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espermatozoides de ratón la actividad de CatSper se regula por PKA (Orta et al., 

2018), es posible que en erizo de mar no sea así.  

Se sabe que existen diferencias en las propiedades de CatSper de ratón y de 

humano y que en el genoma de S. purpuratus las subunidades ɛ y ζ del canal, están 

ausentes. Debido a lo anterior, decidimos hacer un alineamiento con las secuencias 

del canal de erizo de mar (S. purpuratus), de ratón y de humano utilizando el 

programa Clustal Omega. Las tablas SI-SX muestran que las secuencias de las 

subunidades de CatSper de S. purpuratus son diferentes a las de ratón y de 

humano, lo cual sugiere que su regulación por fosforilación podría ser diferente. 

Utilizando la versión 3.1 del servidor NetPhos, analizamos los sitios probables de 

fosforilación por PKA, PKC y por otra cinasa (PKB) en las subunidades del complejo 

CatSper del genoma de S. purpuratus y de M. musculus de los cuales se 

seleccionaron solo aquellos que tuvieran un puntaje ≥0.8 donde el máximo es de 1 

(Tabla I). En la sección de material suplementario se muestran las tablas con el total 

de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC (con una probabilidad de ser 

fosforiladas ≥0.5) en las subunidades de CatSper de M. musculus (Tablas SXI-SXIi), 

de S. purpuratus (Tablas SXIII-SXIIIc) y las tablas correspondientes con el resumen 

donde se muestra solo el número de sitios que fosforilan las enzimas PKA y PKC 

en las dos especies (M. musculus, Tabla SXII y S. purpuratus, Tabla SXIV). Dado 

que las cinasas solo fosforilan los sitios accesibles en las proteínas, también se 

muestran las tablas con los sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC de 

las subunidades de CatSper, donde se excluyen las regiones transmembranales (S. 

purpuratus Tabla SXV-SXVd y M. musculus, Tabla SVII-SVIIg) así como aquellas 

con los resúmenes correspondientes (S. purpuratus, Tabla SXVI y M. musculus, 

Tabla SXVIII). Es interesante que, aunque CatSper de ratón posee 43 sitios 

predichos de fosforilación por PKC y solo 8 por PKA (Tabla I), es ésta última enzima 

la que participa en la regulación de CatSper (Orta et al., 2018). De manera similar, 

el canal de S. purpuratus también posee más sitios predichos probables de 

fosforilarse por PKC (25 sitios) que por PKA (solo 7) (Tabla I).  
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Tabla I. Comparación de sitios predichos (probabilidad ≥ 0.8) de fosforilación 

por PKA, PKC y otras cinasas en las subunidades de CatSper de M. musculus 

(mCatSper, en letras rojas) y S. purpuratus (SpCatSper, en letras negras) 

excluyendo las regiones transmembranales 

 

 

Subunidad de M. musculus; subunidad de S. purpuratus; No aplica (NA) 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

 

Respuesta quimiotáctica de los espermatozoides a diferentes 

concentraciones de speract 

 

Se realizaron experimentos de quimiotaxis con los espermatozoides de erizos S. 

purpuratus (Spur) y de L. pictus (Lpictus) (Tabla II) de los cuales se analizaron 126 

Subunidad No. Identificación No. sitios de fosforilación

Por PKA Por PKC Otras cinasas

mCatSper1 NP_647462.1 0 7 0
SpCatSper1 XP_011664201 0 0 0
mCatSper2 A2ARP9.2 2 1 0
SpCatSper2 XP_011679404.1 2 2 0
mCatSper3 NP_001239416.1 1 2 0
SpCatSper3 XP_011666090 0 0 0
mCatSper4 NP_808534.1 0 1 0
SpCatSper4 XP_011682209.1 1 1 0
mCatSper β NP_766611.2 1 4 PKB
SpCatSper β XP_011679115.1 1 6 0
mCatSper γ XP_006540153.1 1 8 0
SpCatSper γ XP_011679048.1 0 5 0
mCatSper δ NP_780559.2 0 5 0
SpCatSper δ XP_011683737.1 1 3 0
mCatSper ε NP_780559.2 1 10 0
SpCatsper ε XP_011664202.2 1 5 0
SpCatsper ε  XP_003728906.1 0 3 0
mCatSper ζ NP_001034583.1 2 3 PKB

Ausente ------------- 0 0 0
mEFCAB9 NP_081307.2 0 2 0
SpEFCAB9  XP_003728906.1 1 0 0

Total de  sitios de fosforilación en M. musculus 8 43 2
Total de  sitios de fosforilación en S. purpuratus 7 25 0
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trayectorias en 50 videos. Estos experimentos se hicieron usando agua de mar 

artificial (AMA) conteniendo diferentes concentraciones de speract fotoactivable (10, 

100 y 1000 nM). En la Tabla II mayor porcentaje de espermatozoides que 

presentaron quimiotaxis (CI>0) en S. purpuratus fue de 31% en espermatozoides 

en el control negativo en ausencia de Ca2+ (AMA0Ca) con speract 10 nM. En los 

espermatozoides de L. pictus a una concentración de speract de 1000 nM en AMA 

solo el 15% de los espermatozoides experimentó quimiotaxis, en cambio los 

espermatozoides tratados con 100 nM de speract en el mismo medio presentaron 

una respuesta quimiotáctica del 55%. Los valores de quimiotaxis de S. purpuratus, 

son comparables a los obtenidos en AMA0Ca en ambas especies. Cabe aclarar que 

las fechas en las cuales realizamos los experimentos (abril-mayo, ver Tabla SXVII) 

corresponden al final de la temporada reproductiva de S. purpuratus e inicio de la 

de L. pictus (en las cuales ni los erizos ni sus espermatozoides están en las mejores 

condiciones), contribuyeron a que no se observara quimiotaxis después de 

desenjaular el speract. Una complicación adicional fue que el cubo de emisión que 

tenía el microscopio usado para los experimentos sólo permitía el paso de un 20% 

del flash de luz UV. Sin embargo, estos experimentos ayudaron a establecer las 

condiciones para los experimentos subsecuentes en L. pictus, donde se empleó una 

concentración de 100 nM de speract.  

 

Tabla II. Experimentos de quimiotaxis con diferentes concentraciones de 

speract 

N: número de videos analizados; n: número de trayectorias analizadas; CI: índice de quimiotaxis; 
CI>0: número de espermatozoides con respuesta quimiotáctica positiva; %CI>0: % de 
espermatozoides con respuesta quimiotáctica positiva; p-value >0.05: determina que “No” hay una 
distribución normal. La prueba de Wilcoxon muestra que no hay diferencia significativa (n.s., p-
value>0.05) entre las diferentes concentraciones de speract.  
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CatSper participa en la quimiotaxis 
 

Como se mencionó previamente, hay evidencias que sugieren la participación de 

CatSper en la quimiotaxis de espermatozoides de erizo de mar. En A. punctulata se 

demostró que el bloqueador de CatSper MDL12330A, inhibe el aumento de Ca2+ 

inducido por GMPc (similar a lo que se observa cuando el speract se une a su 

receptor; Figura 4) y por alcalinización con 30 mM de NH4Cl, así como la 

acumulación de los espermatozoides hacia el péptido quimioatrayente resact 

(Seifert et al., 2015). De manera similar se demostró, en espermatozoides de S. 

purpuratus, que los bloqueadores de CatSper, NNC-55-0396 y Mibefradil, también 

inhiben tanto el aumento de Ca2+ inducido por el péptido quimioatrayente speract, 

como la acumulación de los espermatozoides, tanto en S. purpuratus como en L. 

pictus (Velázquez-Pérez et al., 2016). Sin embargo, en ninguno de los trabajos 

mencionados se calculó el índice quimiotáctico (CI) que determina con certeza si la 

acumulación de los espermatozoides hacia una fuente de quimioatrayente, es o no 

quimiotaxis. En este trabajo, utilizamos el bloqueador de CatSper HC-056456 (HC) 

10 µM, el cual inhibe la corriente de Ca2+ registrada en experimentos de patch 

clamp, el aumento de Ca2+ inducido por la despolarización debida a KCl y la 

hiperactivación en los espermatozoides de ratón (Carlson et al., 2009). La Figura 11 

muestra la quimiotaxis de espermatozoides de L. pictus en AMA (control positivo), 

y que tanto en ausencia de Ca2+ como en presencia de 40 Mm de KCl (controles 

negativos) y del bloqueador HC, se inhibe su quimiotaxis. Estos resultados 

confirman la participación de CatSper en la respuesta quimiotáctica de los 

espermatozoides de erizo de mar como se había propuesto anteriormente (Seifert 

et al., 2015; Velázquez-Pérez et al., 2016).  

 

PKA participa en la respuesta quimiotáctica 
 

Como se mencionó arriba, de acuerdo con los programas predictores de 

fosforilación, CatSper tiene más sitios de fosforilación por PKC que por PKA (Tabla 

I). Sin embargo, la Figura 11 muestra que el inhibidor de la PKC (Queleritrina 2.5 

µM), no afectó la quimiotaxis de los eem, en tanto que el inhibidor de PKA (10 µM 
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de PKI), sí inhibió la quimiotaxis de manera significativa. Lo anterior sugiere que la 

PKA participa en la quimiotaxis de espermatozoides de erizo de mar como se 

reportó para los espermatozoides de ratón (Orta et al., 2018). 

 

La participación de AMPc en la quimiotaxis 
 

Como ya mencionamos anteriormente, la quimiotaxis depende de Ca2+ y la 

despolarización de los espermatozoides con KCl 40 Mm, inhibe la cascada de 

señalización que dispara la unión del speract a su receptor en el flagelo de los 

espermatozoides. Además, se sabe que en los eem el 94% del AMPc es producido 

por la sAC y que el blanco principal del AMPc es la PKA (Vacquier et al., 2014). Con 

la idea de evaluar la participación de la sAC en la quimiotaxis de los eem, se evaluó 

el efecto de KH7 (el mejor inhibidor de la sAC) a una concentración de 1 µM (que 

no afecta el nado de eem (Vacquier et al., 2014). La Figura 11 muestra que la sAC 

no participa en la quimiotaxis. Como existe la posibilidad de que el AMPc provenga 

de las Actm, responsables de ~ 6% de la producción de AMPc en los eem (Vacquier 

et al., 2014), se aumentaron los niveles del nucleótido (AMPc) en los eem mediante 

el uso de un inhibidor de FDEs (IBMX). Sin embargo, lo anterior no fue posible 

debido a que en el 90% de los casos, el IBMX 150 µM (Beltrán et al., 2007a), 

incremento en el diámetro del patrón de nado circular de los eem antes de la 

fotoactivación del speract modificado. Lo anterior, provocó que las trayectorias 

rastreadas salieran del campo visual imposibilitando su rastreo y la determinación 

de la quimiotaxis en presencia de IBMX y por tanto el efecto del aumento de AMPc 

en la quimiotaxis.   
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Figura 11. CatSper y PKA participan en la quimiotaxis de los eem. Se determinó la quimiotaxis 
de los espermatozoides como se describe en la sección de Materiales y Métodos. La gráfica de cajas 
muestra valores del Índice quimiotáctico (CI, por sus siglas en inglés, siendo CI>0 quimiotaxis 
positiva) de los espermatozoides preincubados (5 min a 14 °C) en las diferentes condiciones: Agua 
de mar artificial (AMA; Completa), AMA0Ca (0Ca), AMA40K (40K), dimetilsulfóxido (DMSO al 0.15%, 
diluyente de HC, Queleritrina, KH7 e IBMX), Queleritrina (Chel) 2.5 µM, HC 10 µM, KH7 1 µM, y PKI 
10 µM. Las cajas de la gráfica están divididas por el valor de la mediana, las líneas punteadas arriba 
y debajo de cada caja representa el margen de la distribución de los valores y las muescas de cada 
caja es la diferencia entre cada población. Si las muescas de cada población coinciden unas con 
otras significa que no hay diferencia significativa. El número de trayectorias analizadas y el de erizos 
utilizados para cada condición, así como la prueba de Wilcoxon que muestra las diferencias 
significativas entre las diferentes condiciones se encuentran en la Tabla III.  

 

Tabla III. Análisis estadístico entre poblaciones representativas de las 

condiciones experimentales  

 

N: número de erizos; n: número de trayectorias (ver pie de Figura 9); V: (p-value <0.05) si la prueba 
de Shapiro-test tiene distribución normal y F, si no es normal. Se realizó estadística no paramétrica 
para determinar la diferencia entre poblaciones. “n.s.” representa una diferencia no significativa (p-
value >0.05) y 1 si las poblaciones son idénticas; * p-value < 0.05; ** p-value < 0.01; *** p-value < 
0.001. Ver Tabla SXVIII para consultar los valores de p-value.    
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DISCUSIÓN  
 

Como se mencionó, CatSper es un canal de Ca2+ que en mamíferos se regula por 

pH alcalino, por despolarización, por AMPc y por Ca2+, cuya ausencia causa 

infertilidad (Ren et al., 2001; Carlson et al., 2003; Chung et al., 2011; Hwang et al., 

2019). Como en mamíferos, CatSper se expresa en el flagelo de espermatozoides 

de erizo de mar, lo cual se ha demostrado mediante experimentos de 

inmunofluorescencia y por análisis proteómico (Seifert et al., 2015; Velázquez-

Pérez et al., 2016; Espinal-Enriquez et al., 2017). Aunque existe evidencia que 

sugiere que CatSper participa en la quimiotaxis de eem de A. punctulata (Seifert et 

al., 2015) y de L. pictus y de S. purpuratus (Velázquez-Pérez et al., 2016), en esos 

trabajos, lo único que se determinó fue una acumulación de los espermatozoides 

hacia la fuente del quimioatrayente. Cabe hacer notar que recientemente se 

demostró (opuesto a lo reportado con anterioridad por Guerrero et al., 2010a), que 

los espermatozoides de S. purpuratus también son quimiotácticos (Ramírez-

Gómez et al., 2020). En este trabajo se demuestra por primera vez la participación 

de CatSper en la quimiotaxis de los espermatozoides de L. pictus mediante el uso 

del Índice Quimiotáctico (CI, por sus siglas en inglés) (Figura 11). Mediante registros 

electrofisiológicos de fijación de voltaje (patch clamp) en espermatozoides de ratón 

se demostró que CatSper se modula por fosforilación mediada por PKA (Orta et al., 

2018). Sin embargo, se desconoce si esto es así en eem. A pesar de que los 

resultados de un análisis in silico de los sitios predichos de fosforilación por PKA y 

por PKC en las subunidades de CatSper de S. purpuratus -excluyendo las 

porciones transmembranales- mostró que el complejo posee 25 sitios con una 

probabilidad ≥ 0.8 (donde el máximo es 1) de fosforilarse por PKC y 7 sitios para 

PKA (Tabla I), encontramos -contra lo esperado- que, solo PKA y no PKC participa 

en la quimiotaxis de los eem. Es interesante ver que también en el caso de ratón, el 

número de sitios fosforilables (con probabilidad ≥ 0.8) por PKC (43 sitios), es mayor 

que el de fosforilables por PKA (8 sitios). Es importante recordar que el flagelo del 

eem posee todas las proteínas de la cascada de señalización que dispara la unión 

del speract a su receptor, muchas de las cuales se regulan por fosforilación mediada 

por PKA y/o por PKC (Ward et al., 1986; Hanoune et al., 2001; Su & Vacquier 2006; 

Darszon, A. et al., 2008; Loza-Huerta et al., 2013; Vacquier et al., 2014). Los 

resultados que sugieren que sAC no participan en la quimiotaxis de los eem (Figura 
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11) concuerdan con los obtenidos en los espermatozoides de la ascidia 

Ciona savignyi donde muestran que el Ca2+ participa en la quimiotaxis, pero no el 

AMPc (Yoshida et al., 1994), y en contra de lo reportado en Ciona 

intestinalis (Shiba & Inaba, 2014). En este modelo sugieren que la sAC está 

involucrada tanto en el aumento de la frecuencia del batido flagelar como en la 

quimiotaxis dependiente de Ca2+, en tanto que las ACtms participan en la activación 

de la motilidad mediante la fosforilación de proteínas dependiente de AMPc (PKA) 

(Shiba & Inaba, 2014). La evaluación de la participación del AMPc en la quimiotaxis, 

inhibiendo a las FDEs con IBMX, no fue posible, debido a que en el 90% de las 

trayectorias analizadas, aumentó el diámetro de la velocidad circular de los eem 

sacándolos del campo visual del microscopio. Dado que en eem de S. purpuratus, 

~94% del AMPc lo sintetiza la sAC y el resto lo producen las adenilil ciclasas 

transmembranales (ACtms) (Beltrán et al., 2007a; Vacquier et al., 2014), podría ser 

que, como en el caso de Ciona intestinalis, la sAC y las ACtms tengan funciones 

diferentes (Shiba & Inaba 2014). En ese sistema encontraron que las ACtms 

participan principalmente en la activación de la motilidad mediada por PKA, en tanto 

que como ya mencionamos, la sAC participa en la frecuencia del batido flagelar y 

en la quimiotaxis de los espermatozoides (Shiba & Inaba 2014). Aunque los 

resultados de este trabajo sugieren que CatSper podría regularse por fosforilación 

a través de PKA, no podemos descartar la posibilidad de que dicha modulación sea 

de manera indirecta. Recientemente se encontró por espectrometría de masas (C. 

Beltrán, no publicado), que el eem posee dos subunidades de CatSperε 

(XP_011664202.2 y XP_030855090.1) carentes de región transmembanal. Lo 

anterior abre la posibilidad de que al menos una de estas subunidades (CatSperε) 

cumpla con la funcion de CatSperζ, que en el espermatozoide de mamifero interatua 

con EFCAB9 de manera dependiente Ca2+ y que se disocia por el aumento de pH. 

Dado que el genoma de S. purpuratus carece de CatSperζ, es posible que alguna 

de las subunidades del complejo en eem que no tienen regiones transmembranales 

(δ, ε y γ) interactúe con EFCAB9 para regular la activación de CatSper dependiente 

de pH y de Ca2+. Un análisis preliminar in silico alineando δ, ε y γ con ζ, mostró que 

solo ε presenta una secuencia similar con una región de ζ. Aunque es necesario 

realizar estudios de la interacción de δ, ε y γ con EFCAB9, lo anterior sugiere que ε 

podría ser la subunidad que sustituye a ζ en eem. Finalmente, es importante 

mencionar que, por su complejidad, no se ha logrado expresar a CatSper de manera 
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funcional en sistemas heterólogos, para estudiarlo. Sin embargo en nuestro grupo 

de trabajo, utilizando la técnica de patch clamp y la configuración de célula unida en 

eem hinchados (diluidos 10 veces en agua de mar artificial (AMA)), se registró un 

canal permeable a Na+, levemente dependiente a voltaje y a pHi, que se bloquea 

por Mibefradil, NNC5503-96 y RU1968 (mejor bloqueador del canal reportado hasta 

ahora; (Carlson et al., 2009; Lishko et al., 2011; Brenker et al., 2012; Rennhack et 

al., 2018)) con las características de CatSper (Loyo-Celis, et al., 2021). Lo anterior 

corrobora la presencia de un CatSper funcional en los espermatozoides de erizo de 

mar y su participación en la quimiotaxis. Los resultados que se obtengan con esta 

estrategia utilizando inhibidores de PKA y de PKC ayudarán a concluir si CatSper 

se regula de manera directa por algunas de estas cinasas.  

 

CONCLUSIONES 

 

En espermatozoides de erizo de mar: 

 

● CatSper y PKA participan en la quimiotaxis  

● PKC y la sAC no parecen estar involucradas en la quimiotaxis  

● La elevación de la concentración de AMPc por IBMX, aumenta el radio de la 

trayectoria circular del ~ 90% los espermatozoides, lo cual impide evaluar su 

efecto en la quimiotaxis. 

 

PERSPECTIVAS 

 

Evaluar la quimiotaxis de los espermatozoides de erizo de mar en diferentes 

condiciones experimentales: 

●  Usando otro inhibidor de PKA (Rp-Camp) y otro bloqueador de CatSper 

(RU1968F1). 

● Pre-incubados con PKI en ausencia y presencia de los bloqueadores de 

CatSper HC-056456 y RU1968F1. 

● Con el agonista de la sAC, bicarbonato (HCO3-).  
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● Con los inhibidores (SQ22536 y 2' 5' Dideoxiadenosina) para evaluar la 

participación de las ACtms.



 

x 
 

MATERIAL SUPLEMENTARIO   

Tabla SI. Alineamiento de secuencias de CatSper1 de erizo (XP_011664201), 

ratón (NP_647462.1) y humano (NP_444282.3) 
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Tabla SIb. Alineamiento de secuencias de CatSper1 de erizo (XP_011664201), 

ratón (NP_647462.1) y humano (NP_444282.3) (continuación) 
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Tabla SII. Alineamiento de secuencias de CatSper2 de erizo (XP_011679404.1), 

ratón (A2ARP9.2) y humano (NP_742093.1) 
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Tabla SIII. Alineamiento de secuencias de CatSper3 de erizo (XP_011666090), 

ratón (NP_001239416.1) y humano (NP_821138.1) 

 

 

 



 

xiv 
 

Tabla SIV. Alineamiento de secuencias de CatSper4 de erizo 

(XP_011682209.1), ratón (NP_808534.1) y humano (NP_937770.1) 
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Tabla SV. Alineamiento de secuencias de CatSperβ de erizo (XP_011679115.1), 

ratón (NP_766611.2) y humano (NP_079040.2) 
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Tabla SVb. Alineamiento de secuencias de CatSperβ de erizo 

(XP_011679115.1), ratón (NP_766611.2) y humano (NP_079040.2) 

(continuación) 
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Tabla SVI. Alineamiento de secuencias de CatSperϒ de erizo 

(XP_011679048.1), ratón (XP_006540153.1) y humano (NP_067008.3)  
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Tabla SVIb. Alineamiento de secuencias de CatSperϒ de erizo 

(XP_011679048.1), ratón (XP_006540153.1) y humano (NP_067008.3) 

(continuación) 
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Tabla SVIc. Alineamiento de secuencias de CatSperϒ de erizo 

(XP_011679048.1), ratón (XP_006540153.1) y humano (NP_067008.3) 

(continuación) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xx 
 

Tabla SVII. Alineamiento de secuencias de CatSperδ de erizo 

(XP_011683737.1), ratón (NP_780559.2) y humano (NP_689997.3) 
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Tabla SVIIb. Alineamiento de secuencias de CatSperδ de erizo 

(XP_011683737.1), ratón (NP_780559.2) y humano (NP_689997.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xxii 
 

Tabla SVIII. Alineamiento de secuencias de CatSperε de erizo 

(XP_011664202.2), ratón (P0DP43.1) y humano (NP_001124429.1) 
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Tabla SVIIIb. Alineamiento de secuencias de CatSperε de erizo 

(XP_011664202.2), ratón (P0DP43.1) y humano (NP_001124429.1) 
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Tabla SIX. Alineamiento de secuencias de CatSperε de erizo 

(XP_030855090.1), ratón (P0DP43.1) y humano (NP_001124429.1) 
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Tabla SIXb. Alineamiento de secuencias de CatSperε de erizo 

(XP_030855090.1), ratón (P0DP43.1) y humano (NP_001124429.1) 
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Tabla SX. Alineamiento de secuencias de CatSper EFCAB9 de erizo 

(XP_003728906.1), ratón (NP_081307.2) y humano (NP_001164654.1) 
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Tabla SXI. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus   

 

 

Región transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; 
Probabilidad ≈ 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/  

Subunidad No. Identificación No. aa #x Secuencia Puntuación Cinasa

CatSper1 NP_647462.1 686 4 S -MDQSSRRD 0.691 PKC

96 S RAGVSTLPN   0.506 PKC

150 S SHPSSTGSH   0.582 PKC

151 T HPSSTGSHQ   0.529 PKC

158 T HQGTTHQQY   0.727 PKC

 182 S ADTISYRSS 0.777 PKC

185 S ISYRSSTRF   0.539 PKC

 186 S SYRSSTRFY 0.833 PKC

 187 T YRSSTRFYR   0.619 PKC

192 S RFYRSHAPF   0.600 PKC

197 S HAPFSRQER   0.552 PKC

246 S HRSPSASQL   0.631 PKA

248 S SPSASQLSH   0.603 PKC

 251 S ASQLSHKSH 0.762 PKC

254 S LSHKSHSTL   0.524 PKA

256 S HKSHSTLAT   0.733 PKC

257 T KSHSTLATS   0.540 PKC

 260 T STLATSPSH 0.800 PKC

 272 S KSTASGARY 0.795 PKC

 277 T GARYTFGAR 0.802 PKC

293 S QSRESLRES   0.585 PKC

297 S SLRESASLS   0.564 PKA
322 T KKAHTGNIF   0.542 PKC
334 S WEKISHLLL   0.640 PKA
346 S QMILSLTQS   0.522 PKA
346 S QMILSLTQS   0.505 PKC
350 S SLTQSLGFE   0.508 PKA
393 S SIFLSIYVL   0.645 PKA
 470 S LRRLSILTS 0.870 PKA
525 T NIFTTLFTL   0.518 PKA
539 S LDDWSLIYI   0.566 PKA
607 S LLDDSLTDL   0.543 PKA

 638 T FGNMTVKQR 0.885 PKC
664 S QKFRSQAYV   0.541 PKA

CatSper2 A2ARP9.2 588 25 S IDTFSLIEH   0.589 PKC
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Tabla SXIb. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en 

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuación)  

 

Región transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; 
Probabilidad ≈ 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXIc. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en 

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuación)  

 

Región transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; 
Probabilidad ≈ 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXId. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en 

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuación)  

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXIe. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en 

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuación)  

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXIf. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus (continuación)  

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXIg. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en 

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuación)  

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXIh. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en 

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuación)  

 

Región transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; 
Probabilidad ≈ 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

 



 

xxxv 
 

Tabla SXIi. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus (continuación)  

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

 

Tabla SXII. Resumen de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC 

en las subunidades de CatSper de M. musculus  

 

Forsforilados por PKA; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos 
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Tabla SXIII. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en 

las subunidades de CatSper de S. purpuratus   

  

Región transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; 
Probabilidad ≈ 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

Subunidad No. Identificación No. aa #x Secuencia Puntuación Cinasa

Catsper1 XP_011664201 474 55 T ARRQTMLGP 0.563 PKA

91 S KRLDSMRSA 0.713 PKC

160 T LCALTFSVI 0.729 PKC

162 S ALTFSVIKV 0.557 PKC

 251 T RVLKTVRFL 0.820 PKC

268 S TCLESVQSM 0.505 PKC

280 S IMLISLFLY 0.606 PKA

307 S GNIGSAALT 0.653 PKA

368 T NFQLTLDAA 0.557 PKC

408 S PTLSSLSNA 0.637 PKC

408 S PTLSSLSNA 0.522 PKA

431 S DYSTSEKKY 0.714 PKC

437 S KKYLSHFLQ 0.508 PKA

459 T NQQGTLDKV 0.666 PKC

Catsper2 XP_011679404.1 512 29 S EIFRSKLIE 0.533 PKA

40 S HLLESFDDH 0.712 PKC

81 T  FHAYTRKDN   0.777 PKC

134 S ILANSLSLG 0.612 PKA
136 S ANSLSLGLL 0.630 PKA
197 T DFVVTVASF 0.582 PKC
283 S SYSRSMRDD 0.546 PKC
326 S KVMGSVAPT 0.651 PKC
326 S KVMGSVAPT 0.622 PKA
341 S ICIGSFIFK   0.833 PKC
396 T QELNTGRRV 0.825 PKC
401 S GRRVSSMKL   0.871 PKA
402 S RRVSSMKLL 0.622 PKA
425 S RDRKSHKSV 0.725 PKC
428 S KSHKSVASS 0.625 PKC
440 S FRRVSRMMG  0.838 PKA
450 S ITKKSGDWE 0.550 PKA
450 S ITKKSGDWE 0.535 PKC

Catsper3 XP_011666090 392 16 S SRQDSDLII   0.573 PKA
71 T  ETGDTIKAK 0.757 PKC
109 S KYFYSAYNL   0.630 PKA

144 T   SALRTLRAL  0.783 PKC
150 T RALRTLRTL   0.551 PKC

153 T   RTLRTLRTV  0.800 PKC
156 T    RTLRTVSFV  0.828 PKC

158 S LRTVSFVKG   0.659 PKA
177 S    TLRNSVFNV  0.798 PKA
245 S LTEMSRIYT   0.578 PKA
261 T HFIFTNVFI   0.597 PKC
363 T HQDNTMYRL   0.569 PKC

Catsper4 XP_011682209.1 323 29 S VRRASKQFG   0.839 PKA
54 S NKLGSRNKN 0.903 PKC
143 T IGAQTNREL   0.610 PKC
208 S KFLGSSRIL   0.561 PKC

209 S FLGSSRILR   0.723 PKA
225 S  FRNMSNIAL 0.818 PKA
263 S SAMFSLFIC   0.542 PKA
301 S ITIGSFVFA   0.609 PKC
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Tabla SXIIIb. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en 

las subunidades de CatSper de S. purpuratus (continuación)  

  

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

Subunidad No. Identificación No. aa #x Secuencia Puntuación Cinasa

Catsper β XP_011679115.1 461 34 S EIVGSGMRL   0.548 PKA
41 T RLLITNMRS   0.636 PKC
45 S TNMRSLSDG   0.524       PKA      
47 S  MRSLSDGTL   0.754       PKA      
93 S MTPHSSVAK   0.509 PKC 
94 S  TPHSSVAKQ   0.759 PKC 

124 S QIWQSDKAM  0.795 PKC  
130 S  KAMLSVRVI 0.883 PKC 
143 T  IHVQTRRSY  0.756 PKC 
146 S QTRRSYNRY   0.749 PKC 
158 T TAFITVRHR   0.693 PKC 
179 S IPSASLRCD   0.631 PKC 
184 S LRCDSVSFT   0.715 PKA
188 T SVSFTFTMH   0.582 PKC 
190 T SFTFTMHCT   0.607 PKC 
198 T TCPPTKRLH   0.634 PKC 
226 S RKNQSLLST   0.628 PKA
226 S RKNQSLLST   0.502 PKC 
229 S QSLLSTLDV   0.516 PKC 
230 T SLLSTLDVN   0.516 PKC 
244 S RLGISVPLT   0.584 PKA
271 S VSKGSGYYK 0.762 PKC 

295 S EMRLSSLEL   0.714 PKA
296 S MRLSSLELF   0.691 PKA
311 T VYRITYTEN   0.711 PKA
311 T VYRITYTEN   0.531 PKC 
339 T  PYILTIKEV 0.804 PKC 
386 T KFRATQLYH   0.508 PKC 
394 T HFRLTVIDG   0.745 PKC 
448 S YVRKSQLHR   0.622 PKA
448 S YVRKSQLHR   0.532 PKC 
455 S HRTRSNMAL   0.704 PKA

Catsper γ XP_011679048.1 717 12 S HHLLSEKED   0.641 PKC
19 T    EDLQTIKDN 0.820 PKC

42 T GETETLRYF   0.620 PKC
84 S KTLPSTIYL   0.574 PKA
148 S EVTLSDKGA   0.563 PKC
175 S HVWHSTFSC   0.595 PKC

178 S   HSTFSCFIK  0.771 PKC

220 T DVLQTTFYY   0.530 PKC
382 S MDIGSKSAV   0.540 PKC
420 T DVLQTTFYY   0.530 PKC
582 S MDIGSKSAV   0.540 PKC

622 T  KASCTRRDR   0.844 PKC
627 T RRDRTRRVV   0.740 PKC
627 T RRDRTRRVV   0.546 PKA
659 S PIGLSTTST   0.566 PKC
659 S PIGLSTTST   0.513 PKA

663 T  STTSTVIER  0.832 PKC
701 S   HRTNSLHHR 0.752 PKC
701 S   HRTNSLHHR 0.619 PKA
706 S LHHRSVSSN   0.563 PKA
708 S HRSVSSNIL   0.608 PKA

Catsper δ XP_011683737.1 342 12 T  FFAFTNKQL   0.785 PKC

48 S YDLDSRNAS   0.579 PKC
52 S  SRNASTSSL  0.763 PKA

55 S ASTSSLVYL   0.648 PKA
101 S DIGHSLILR   0.599 PKA
107 S ILRASFIPS   0.571 PKC
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Tabla SXIIIc. Total de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en 

las subunidades de CatSper de S. purpuratus (continuación)  

  

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

Subunidad No. Identificación No. aa #x Secuencia Puntuación Cinasa

111 S SFIPSLWQN   0.742 PKC
131 S IITVSTSLT   0.572 PKA
131 S IITVSTSLT   0.540 PKC
150 S KIEVSASIS   0.512 PKA
156 T SISLTGDQP   0.583 PKC
173 T DGLTTVTFT   0.555 PKC
177 T TVTFTTAEP   0.633 PKC
196 S HAYVSAGCP   0.631 PKC
204 T PPEKTIRAR   0.676 PKC
215 S LKRESCEYL   0.704 PKA
267 S QSYYSDGYK   0.546 PKC
306 T  DYLMTAKQA  0.859 PKC
313 T QAGCTQRPQ 0.807 PKC
318 S QRPQSWVEM   0.699 PKA
328 T TLQNTTKDP   0.511 PKC

Catsper ε XP_011664202.2 489 21 T IKQLTVTMD 0.562 PKC
39 T NVLYTSQYH 0.615 PKC
52 S IKHSSLAVP 0.591 PKA
84 S AERTSYSLK 0.531 PKA
86 S RTSYSLKAD 0.799 PKC
93 S ADMGSIVNQ 0.565 PKA
124 S DLRDSAIIW 0.646 PKA
143 T NDIETVINR 0.752 PKC
165 S FNPGSKLIK 0.632 PKC
176 S FRVRSNFLF 0.637 PKA
243 S QDYGSYIIN 0.594 PKC
250 S INRRSYVQE 0.627 PKA
279 T PIILTVKDV 0.867 PKC
316 T RHDFTYTAS 0.542 PKC
320 S TYTASMQSA 0.555 PKC
332 T RLAQTWEKM 0.784 PKC
436 S LLRISLGTF 0.846 PKA
439 T ISLGTFAGL 0.8 PKC
444 T FAGLTGSIL 0.566 PKA
451 T ILIATYFYY 0.542 PKC

Catsper ε XP_030855090.1 421 27 S FGGQSKLAN 0.718 PKC
50 S ATLFSTRLP 0.642 PKC

159 T EMKQTAIKP 0.693 PKC
164 S AIKPSKFSE 0.518 PKA
167 S PSKFSERLT 0.754 PKC
171 T SERLTKIFA 0.76 PKC
215 S YVRVSRCKA 0.668 PKC
225 S RVQVSGKPS 0.708 PKC
229 S SGKPSVASH 0.728 PKC
240 T FIRDTKAVI 0.616 PKC
260 T EGSLTLKGQ 0.585 PKC
291 T QCVFTTDGF 0.582 PKC
343 T RSSGTFMRL 0.781 PKC

348 T FMRLTEFQV 0.539 PKA
393 S ELLQSIQVS 0.54 PKC

 

EFCAB9  XP_003728906.1 215 21 T YGMLTGKNV   0.733 PKC
92 S CILISLKDK   0.742 PKC
106 S IYRHSRTVF   0.666 PKA
106 S IYRHSRTVF   0.52 PKC
210 S WLRTSSCTI   0.545 PKA
211 S  LRTSSCTIV 0.797 PKA
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Tabla SXIV. Resumen de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC 

en las subunidades de CatSper de S. purpuratus  

 

 

Forsforilados por PKA; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos 

Subunidad No. Identificación No. aa No. sitios de fosforilación
Por PKA Por PKC

Catsper1 XP_011664201 474 5 9

Catsper2 XP_011679404.1 512 8 10

Catsper3 XP_011666090 392 5 7

Catsper4 XP_011682209.1 323 4 4

Catsper β XP_011679115.1 461 11 21

Catsper γ XP_011679048.1 717 6 15

Catsper δ XP_011683737.1 342 7 14

Catsper ε XP_011664202.2 489 8 12

Catsper ε  XP_003728906.1 421 2 13

EFCAB9  XP_003728906.1 139 3 3
Total de  sitios de fosforilación 59 108
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Tabla SXV. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de S. purpuratus sin considerar las regiones 

transmembranales 

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

Subunidad No. Identificación No. aa #x Secuencia Puntuación Cinasa

Catsper1 XP_011664201 474 55 T ARRQTMLGP 0.563 PKA

91 S KRLDSMRSA 0.713 PKC

408 S PTLSSLSNA 0.637 PKC

408 S PTLSSLSNA 0.522 PKA

431 S DYSTSEKKY 0.714 PKC

437 S KKYLSHFLQ 0.508 PKA

459 T NQQGTLDKV 0.666 PKC

Catsper2 XP_011679404.1 512 29 S EIFRSKLIE 0.533 PKA

40 S HLLESFDDH 0.712 PKC

81 T  FHAYTRKDN   0.777 PKC

134 S ILANSLSLG 0.612 PKA

136 S ANSLSLGLL 0.630 PKA

396 T QELNTGRRV 0.825 PKC

401 S GRRVSSMKL   0.871 PKA

402 S RRVSSMKLL 0.622 PKA

425 S RDRKSHKSV 0.725 PKC

428 S KSHKSVASS 0.625 PKC
440 S FRRVSRMMG  0.838 PKA

450 S ITKKSGDWE 0.550 PKA
450 S ITKKSGDWE 0.535 PKC

Catsper3 XP_011666090 392 16 S SRQDSDLII   0.573 PKA
363 T HQDNTMYRL   0.569 PKC

Catsper4 XP_011682209.1 323 29 S VRRASKQFG   0.839 PKA
54 S NKLGSRNKN 0.903 PKC

Catsper β XP_011679115.1 461 34 S EIVGSGMRL   0.548 PKA
41 T RLLITNMRS   0.636 PKC
45 S TNMRSLSDG   0.524       PKA      
47 S  MRSLSDGTL   0.754       PKA      

93 S MTPHSSVAK   0.509 PKC 
94 S  TPHSSVAKQ   0.759 PKC 

124 S QIWQSDKAM  0.795 PKC  
130 S    KAMLSVRVI 0.883 PKC 
143 T  IHVQTRRSY  0.756 PKC 
146 S QTRRSYNRY   0.749 PKC 
158 T TAFITVRHR   0.693 PKC 
179 S IPSASLRCD   0.631 PKC 
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Tabla SXVb. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de S. purpuratus sin considerar las regiones 

transmembranales (continuación) 

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

Subunidad No. Identificación No. aa #x Secuencia Puntuación Cinasa

184 S LRCDSVSFT   0.715 PKA
188 T SVSFTFTMH   0.582 PKC 
190 T SFTFTMHCT   0.607 PKC 
198 T TCPPTKRLH   0.634 PKC 
226 S RKNQSLLST   0.628 PKA
226 S RKNQSLLST   0.502 PKC 
229 S QSLLSTLDV   0.516 PKC 
230 T SLLSTLDVN   0.516 PKC 
244 S RLGISVPLT   0.584 PKA
271 S VSKGSGYYK 0.762 PKC 
295 S EMRLSSLEL   0.714 PKA
296 S MRLSSLELF   0.691 PKA
311 T VYRITYTEN   0.711 PKA
311 T VYRITYTEN   0.531 PKC 
339 T  PYILTIKEV 0.804 PKC 

386 T KFRATQLYH   0.508 PKC 
394 T HFRLTVIDG   0.745 PKC 
448 S YVRKSQLHR   0.622 PKA
448 S YVRKSQLHR   0.532 PKC 
455 S HRTRSNMAL   0.704 PKA

Catsper γ XP_011679048.1 717 12 S HHLLSEKED   0.641 PKC
19 T    EDLQTIKDN 0.820 PKC

42 T GETETLRYF   0.620 PKC
84 S KTLPSTIYL   0.574 PKA
148 S EVTLSDKGA   0.563 PKC
175 S HVWHSTFSC   0.595 PKC

178 S   HSTFSCFIK  0.771 PKC

220 T DVLQTTFYY   0.530 PKC
382 S MDIGSKSAV   0.540 PKC
420 T DVLQTTFYY   0.530 PKC
582 S MDIGSKSAV   0.540 PKC

622 T  KASCTRRDR   0.844 PKC
627 T RRDRTRRVV   0.740 PKC
627 T RRDRTRRVV   0.546 PKA
659 S PIGLSTTST   0.566 PKC
659 S PIGLSTTST   0.513 PKA

663 T  STTSTVIER  0.832 PKC
701 S   HRTNSLHHR 0.752 PKC
701 S   HRTNSLHHR 0.619 PKA
706 S LHHRSVSSN   0.563 PKA
708 S HRSVSSNIL   0.608 PKA

Catsper δ XP_011683737.1 342 12 T  FFAFTNKQL   0.785 PKC

48 S YDLDSRNAS   0.579 PKC
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Tabla SXVc. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de S. purpuratus sin considerar las regiones 

transmembranales (continuación) 

 
Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

Subunidad No. Identificación No. aa #x Secuencia Puntuación Cinasa

52 S  SRNASTSSL  0.763 PKA

55 S ASTSSLVYL   0.648 PKA
101 S DIGHSLILR   0.599 PKA
107 S ILRASFIPS   0.571 PKC
111 S SFIPSLWQN   0.742 PKC
131 S IITVSTSLT   0.572 PKA
131 S IITVSTSLT   0.540 PKC
150 S KIEVSASIS   0.512 PKA
156 T SISLTGDQP   0.583 PKC
173 T DGLTTVTFT   0.555 PKC
177 T TVTFTTAEP   0.633 PKC
196 S HAYVSAGCP   0.631 PKC
204 T PPEKTIRAR   0.676 PKC
215 S LKRESCEYL   0.704 PKA
267 S QSYYSDGYK   0.546 PKC
306 T  DYLMTAKQA  0.859 PKC
313 T QAGCTQRPQ 0.807 PKC

318 S QRPQSWVEM   0.699 PKA
328 T TLQNTTKDP   0.511 PKC

Catsper ε XP_011664202.2 489 21 T IKQLTVTMD 0.562 PKC
39 T NVLYTSQYH 0.615 PKC
52 S IKHSSLAVP 0.591 PKA
84 S AERTSYSLK 0.531 PKA
86 S RTSYSLKAD 0.799 PKC

93 S ADMGSIVNQ 0.565 PKA
124 S DLRDSAIIW 0.646 PKA
143 T NDIETVINR 0.752 PKC

165 S FNPGSKLIK 0.632 PKC
176 S FRVRSNFLF 0.637 PKA
243 S QDYGSYIIN 0.594 PKC
250 S INRRSYVQE 0.627 PKA
279 T PIILTVKDV 0.867 PKC
316 T RHDFTYTAS 0.542 PKC
320 S TYTASMQSA 0.555 PKC
332 T RLAQTWEKM 0.784 PKC
436 S LLRISLGTF 0.846 PKA
439 T ISLGTFAGL 0.8 PKC

444 T FAGLTGSIL 0.566 PKA
451 T ILIATYFYY 0.542 PKC

Catsper ε XP_030855090.1 421 27 S FGGQSKLAN 0.718 PKC
50 S ATLFSTRLP 0.642 PKC

159 T EMKQTAIKP 0.693 PKC
164 S AIKPSKFSE 0.518 PKA
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Tabla SXVd. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de S. purpuratus sin considerar las regiones 

transmembranales (continuación) 

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

 

Subunidad No. Identificación No. aa #x Secuencia Puntuación Cinasa

167 S PSKFSERLT 0.754 PKC
171 T SERLTKIFA 0.76 PKC
215 S YVRVSRCKA 0.668 PKC
225 S RVQVSGKPS 0.708 PKC
229 S SGKPSVASH 0.728 PKC
240 T FIRDTKAVI 0.616 PKC
260 T EGSLTLKGQ 0.585 PKC
291 T QCVFTTDGF 0.582 PKC
343 T RSSGTFMRL 0.781 PKC

348 T FMRLTEFQV 0.539 PKA
393 S ELLQSIQVS 0.54 PKC

 

EFCAB9  XP_003728906.1 215 21 T YGMLTGKNV   0.733 PKC
92 S CILISLKDK   0.742 PKC
106 S IYRHSRTVF   0.666 PKA
106 S IYRHSRTVF   0.52 PKC
210 S WLRTSSCTI   0.545 PKA
211 S  LRTSSCTIV 0.797 PKA
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Tabla SXVI. Resumen de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC 

(probabilidad ≥ 0.8) en las subunidades de CatSper de S. purpuratus sin 

considerar las regiones transmembranales 

 

Fosforilados por PKA; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 

 

 

 

 

 

Subunidad No. Identificación No. sitios de fosforilación
Por PKA Por PKC

CatSper1 NP_647462.1 0 7
CatSper1 XP_011664201 0 0
CatSper2 A2ARP9.2 2 1
CatSper2 XP_011679404.1 2 2
CatSper3 NP_001239416.1 1 2
CatSper3 XP_011666090 0 0
CatSper4 NP_808534.1 0 1
CatSper4 XP_011682209.1 1 1
CatSper β NP_766611.2 1 4
CatSper β XP_011679115.1 1 6
CatSper γ XP_006540153.1 1 8
CatSper γ XP_011679048.1 0 5
CatSper δ NP_780559.2 0 5
CatSper δ XP_011683737.1 1 3
CatSper ε NP_780559.2 1 10
Catsper ε XP_011664202.2 1 5
Catsper ε  XP_003728906.1 0 3
CatSper ζ NP_001034583.1 2 3
Ausente s.n. 0 0
EFCAB9 NP_081307.2 0 2
EFCAB9  XP_003728906.1 1 0

Total de  sitios de fosforilación en M. musculus 8 43
Total de  sitios de fosforilación en S. purpuratus 7 25
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Tabla SXVII. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones 

transmembranales  

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXVIIb. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones 

transmembranales (continuación) 

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXVIIc. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones 

transmembranales (continuación) 

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXVIId. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones 

transmembranales (continuación) 

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXVIIe. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones 

transmembranales (continuación) 

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXVIIf. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones 

transmembranales (continuación) 

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXVIIg. Sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC en las 

subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones 

transmembranales (continuación) 

 

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad ≤0.75; Probabilidad ≈ 0.8 o mayor 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/  
 
 
Tabla SXVIII. Resumen de sitios predichos de fosforilación por PKA y por PKC 

(probabilidad ≥ 0.8) en las subunidades de CatSper de M. musculus sin 

considerar las regiones transmembranales 

 

Fosforilados por PKA; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
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Tabla SXIX. Análisis estadístico de experimentos de quimiotaxis 

 

 

Dependiendo del valor de p de la prueba de normalidad (Shapiro test), se determinó si se realizaba 
un análisis estadístico paramétrico o no paramétrico. Como puede verse en los dos experimentos en 
las columnas del valor de p del t-test no hubo diferencia significativa en ninguno de los casos.  
 

Tabla SXX. Análisis estadístico entre poblaciones representativas de todas las 

condiciones experimentales 

 

 

N: número de erizos; n: número de trayectorias (ver pie de Figura 9); Se realizó prueba de Shapiro-
Wilk, donde si p-value >0.05 hay una distribución normal. Posteriormente se realizó estadística no 
paramétrica para determinar la diferencia entre poblaciones donde si p-value >0.05 indica que no 
hay diferencia significativa y si p-value < 0.05 si hay diferencia significativa.  
 
 
 
 
 
 
 

Experimentos Fecha Normalidad t-test p-value
(pH) 2019 p-value 10 nM 100 nM 1000 nM

Spur (7.8) abr-30 0.3104 1 0.96 0.44
0.3032 0.96 1 0.45
0.3022 0.44 0.45 1
0.2091 0.55 0.57 0.86

Lpictus (7.4) may-15 0.345 1 0.93 0.52
0.1261 0.93 1 0.41
0.9323 0.52 0.41 1
0.3722 0.21 0.15 0.38
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