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RESUMEN

El objetivo del espermatozoide es fecundar al ovulo, para lo cual debe nadar hacia este. El
nado del espermatozoide de erizo de mar (eem) involucra cambios intracelulares en pH, Ca?*,
AMPc y fosforilacion de proteinas mediada por cinasas tanto dependientes de AMPc (PKA),
como activadas por diacilglicerol y Ca?* (PKC). Se sabe que la fosforilacion mediada por
PKA 'y PKC es importante para el inicio de la motilidad (Tash & Means 2005; Loza-Huerta
et al., 2021). Mediante analisis protedmico, se encontro que la caseina cinasa Il (CKII) y las
fosfatasas PP1 y PP2A estan en balsas lipidicas aisladas de flagelos de eem de
Strongylocentrotus purpuratus (Beltran, 2019). Ademas, un andlisis in silico del modelo de
las proteinas de la cascada de sefializacion activada por Speract, en el flagelo del eem, predijo
que hay varios sitios de fosforilacién por PKA, PKC, la cinasa dependiente de ciclinas 5
(Cdk5), CKIl'y por la proteina cinasa B (PKB) y en el mismo trabajo, se identificé PP1como
sustrato de PKA. (Loza-Huerta et., al 2021). Lo anterior sugiere la participacion de Cdk5,
CKIl, PKB, PP1y PP2A en la motilidad del eem. Debido a lo anterior, el objetivo de este
proyecto fue evaluar la participacion de dichas enzimas en la motilidad basal de los eem.
Inicialmente, mediante experimentos de Dot Blot y Western Blot, encontramos que Cdk5,
CKII, PKB, PP1y PP2A estan en muestras tanto de eem S. purpuratus, como de L. pictus y
con experimentos de inmunofluorescencia, mostramos que todas las enzimas se localizan
tanto en el flagelo como en la mitocondria de espermatozoides de L. pictus y que CKIl,
ademas esta en el acrosoma de las células. Finalmente, al evaluar la participacion de Cdk5,
CKIl, PKB, PP1 y PP2A en la motilidad de eem de la misma especie, utilizando sus
inhibidores correspondientes (Roscovitina, CX-4549, AZD5363, Caliculina A y Acido
okadaico), encontramos que tanto Cdk5 como CKII participan en la motilidad basal de los
espermatozoides de erizo de mar. CKIl también podria regularse por PKC e indirectamente
por Ca®* (Lee et al., 2016).



INTRODUCCION

Fecundacion

La fecundacion es un proceso en el cual se fusionan los gametos haploides tanto masculino
como femenino para dar origen a otro organismo genéticamente diferente que seré diploide.
Es un evento importante para que los organismos dependientes de la reproduccion sexual
puedan preservar su especie. La fecundacion depende de la comunicacion entre los gametos
y el ambiente que los rodea. Al liberarse, los gametos se deben encontrar para que la
fecundacion 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 dvulo, la fusion del material genético y la
activacion del cigoto para iniciar con el desarrollo (Yanagimachi, 1994). Mediante la
reproduccion sexual se consigue la combinacion de genes derivados de los progenitores, cada
célula posee dos juegos cromosomales heredados de cada uno de los padres respectivamente,
en los cuales la produccién de gametos ocurre en las gonadas (testiculos en machos y ovarios
en las hembras) (Vacquier, 1998). La reproduccion sexual puede ser tanto interna como
externa. La reproduccién sexual externa es el método mas simple y comun de fecundacion
donde el macho y la hembra implicados ni siquiera tienen que encontrarse debido a que la
hembra solo debe depositar sus 6vulos y el macho fecundar, este proceso no es aleatorio pues
implica primero que ambos encuentren un sitio apropiado para depositar sus gametos, las
variaciones en el nado de los espermatozoides y las condiciones ambientales determinaran si
puede fecundar al ovulo (Levitan, 1998; Breed & Moore, 2016).

Los espermatozoides de erizo de mar

En los invertebrados del filo Echinodermata se ha estudiado ampliamente la fecundacion ya
que estos modelos brindan algunas ventajas como generar una gran cantidad de gametos, la
facilidad para obtenerlos, el acceso a todo el proceso de fecundacién y del desarrollo

embrionario (Alberts et al., 2007). Los erizos de mar fueron los primeros modelos y los mas



usados en embriologia a los cuales se debe la mayor parte de la informacion sobre la
fecundacién (Hertwig, 1877; Darszon et al., 2008; Espinal Enriquez et al., 2014; Vacquier et
al., 2014). Las especies mas empleadas son Strongylocentrotus purpuratus, Lytechinus
variegatus, Lytechinus pictus, Arbacia punctulata, Hemicentrotus pulcherrimus y
Paracentrotus lividus (Hamdoun et al., 2018). EI genoma de S. purpuratus se encuentra
totalmente secuenciado y se sabe que de los 23,300 genes que posee comparte 7,077 con el
humano (Sodergren et al., 2006). Los eem son células haploides altamente polarizadas que
tienen como funcion fecundar al 6vulo. De un erizo de S. purpuratus se pueden obtener hasta
1 ml de semen (8,000 millones de eem/ml) al inyectarle 0.5 M de KCI en la cavidad
intracelomica. El eem se divide en: cabeza, cuya dimension es 2 um de largo la cual contiene
al acrosoma, el nucleo y una mitocondria, y posee un flagelo con una dimension de ~0.2x50
um (Vacquier, 1986; Vacquier et al., 2014; Darszon et al., 2011).

< Acrosoma

Envoltura
nuclear
redundante

Centriolo

Mitocondria

Axonema
: Par central

Doblete exterior

Brazo de dineina externo

Brazo de dineina interno

Espinas radiales



Figura 1. 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 seccion transversal del flagelo compuesto principalmente
por el axonema, el aparato motor del flagelo. Modificada de Darszon et al., 2011.

La motilidad del espermatozoide

La motilidad es una de las funciones mas importantes de los gametos masculinos ya que el
objetivo principal del espermatozoide es el de llevar su material genético al ovulo, por lo que
ha desarrollado estrategias sofisticadas para regular su motilidad (Darzon et al., 2011). El
axonema es la estructura que da propulsion al flagelo (Lindemann & Lesich, 2010), se trata
de una estructura formada por nueve pares de microtubulos alrededor de un par central
(estructura 9+2). Cada par esta conectado con su doble vecino mediante la proteina nexina 'y
ademas posee una serie de proyecciones llamadas espinas radiales que actian como
espaciadores para posicionarse alrededor del par central de microtibulos. Los pares de los
microtubulos estan anclados a la base del flagelo que generalmente termina en la pieza de
conectora en los espermatozoides de mamiferos. La fuerza que permite a los microtubulos
producir el batido flagelar se genera por las dineinas ATPasas que se encuentran
unidireccionalmente a lo largo del flagelo. Las dineinas de un par interacttan con el siguiente
doblete, durante el batido flagelar, las de un lado del axonema tienden a doblar el flagelo en
una direccion y las del lado opuesto doblan el flagelo en la direccién contraria (Brokaw,
2009). Por lo tanto, el batido flagelar consta de episodios alternos de activacion de conjuntos
de dineinas opuestos, donde cada conjunto se enciende mientras el otro se apaga. El control
de la activacién de los conjuntos de proteinas reside en el axonema mismo (Lindemann &
Lesich, 2010). La actividad de las dineinas ATPasas se regula por pH, ATP, ADP, Ca®'y
fosforilacion mediada por la cinasa PKA (Christen et al., 1983; Morisawa, 1994; Mita &
Nakamura, 1998; Inaba, 2003; Lindemann & Lesich, 2010; Garcia et al., 2016). También se
ha demostrado que el AMPc es un segundo mensajero esencial en la fisiologia del
espermatozoide (Yanagimachi, 1994), el cual es sintetizado por dos tipos de adenilil ciclasas,
la soluble (sAC) (Litvin et al., 2003) y las transmembranales (ACm). En mamifero se sabe
que la sAC es esencial para la regulacion de la motilidad y fertilidad (Esposito et al., 2004;
Hess et al., 2005).
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-La motilidad del espermatozoide de erizo de mar

El eem en el interior de la gonada permanece inmovil debido la alta concentracion 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) y una alta concentracion de K* extracelular (Christen et
al., 1986; Hamamah & Gatti, 1998). Posteriormente hay un eflujo rapido de H*, que eleva el
pHi de 7.2 a 7.6 (Lee et al., 1983). El aumento de pH; activa las dineinas del axonema, las
cuales son ATPasas dependientes de pH que se activan por alcalinizacion del pHi de 7.5 a
8.0 (Christen et al., 1983), una vez que el pH incrementa, las dineinas ATPasas consumiran
el ATP previamente producido a partir de la oxidacion de acidos grasos en la mitocondria
(Christen et al., 1986, Trimmers & Vacquier, 1986). La respiracion mitocondrial y la
motilidad de los espermatozoides se encuentran ligadas y reguladas por el pHi el cual depende
de la composicion idnica externa del medio (concentracion de sales) (Christen et al., 1982).
La alcalinizacion 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 [Ca?*] a la que se exponen los espermatozoides permeabilizados o
desmembranados de invertebrados altera la asimetria del movimiento flagelar. La alta [Ca®'];
inhibe la motilidad flagelar (Brokaw 1979; Tash & Means, 1982). Se ha propuesto que el
canal CatSper es el responsable de la principal entrada de Ca?* y participa en la motilidad y
quimiotaxis (Velazquez-Pérez, 2016; Espinal-Enriquez et al., 2017; Angeles, 2021). Ademas
de que el genoma de eem cuenta con 10 subunidades de las 13 identificadas del canal CatSper
(CatSperl-4, B, v, 6, €1 y €2) (Huang et al., 2023) de las cuales 7 se han identificado por
analisis proteomico (CatSperl,2,4, B, v y 8) (Espinal-Enriquez et al., 2017; Beltran et al.,
2016). En la regulacion de la motilidad del eem también participa el AMPc (Vacquier et al.,
2014; Beltran, 2019), el cual como ya mencionamos es sintetizado por la SAC y las ACm
(Garbers & Kopf, 1980; Beltran et al., 2007; Vacquier et al., 2014). Los resultados de
experimentos de inmunofluorescencia y microscopia de epifluorescencia mostraron
inicialmente, que la SAC esta en los flagelos de los espermatozoides (Bookbinder et al.,
1990), posteriormente mediante microscopia confocal, se mostré que también esta en la

region de la cabeza (Beltran et al., 2007). La sAC participa en la motilidad basal y se sabe
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que produce ~94% del AMPc del eem (Loza-Huerta, 2013; Vacquier, et al., 2014). En eem
también se localizaron cuatro ACms; ACm1 en el area del acrosoma en la cabeza, ACm2 en
cabeza y flagelo, ACm9 en todo el espermatozoide y ACmb5 en areas del acrosoma y
mitocondria en la cabeza (Beltran et al., 2007, Vacquier et al., 2014). Existe evidencia de la
participacion de la fosforilacién mediada por PKA, y PKC en la motilidad de los eem (White
et al., 2007; Loza-Huerta et al., 2013). Ademas, en los eem hay una comunicacion cruzada
entre PKA y PKC involucrada en la regulacion de su motilidad (Loza-Huerta et al., 2021).
El eem posee la caracteristica de batir el flagelo en ondas casi planas dandole una asimetria
en relacion con el eje de la cabeza, confindndolo a un plano bidimensional lo que permite
observarlo en la superficie de un cubreobjeto. En dichas condiciones se han observado 3 tipos
de nado basal, donde ~59% giran en sentido contrario a las manecillas del reloj, ~34%
presentan un nado lineal y ~7% un nado estatico en forma de temblor (Figura 3) (Loza-
Huerta, 2007).

Figura 2. Nado basal del eem. Trayectorias de movimientos que realiza el eem en agua de mar artificial
(AMA), en direccion contraria a las manecillas del reloj, el circulo blanco indica la posicion intermedia del eem
en un periodo de 2 s, el trazo punteado (rojo) indica el movimiento de la célula antes y después (negro).
Modificado de Wood et al., 2005.

La fosforilacion de proteinas

La fosforilacion reversible de proteinas es una modificacion postraduccional reconocida
como el mecanismo principal para el control de eventos intracelulares en células eucariotas,
y en el espermatozoide donde no se ha demostrado sintesis de proteinas, la fosforilacion es
un mecanismo mucho mas importante para regular la funcion de muchas proteinas (Mizrahi

& Breitbart, 2014). Las proteinas cinasas son enzimas que dependen de ATP que afiaden un
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grupo fosforilo al grupo —OH de una tirosina, serina o treonina (Tyr, Ser o Thr) en alguna
proteina. Este proceso lo hacen reversible mediante una segunda clase de enzimas
denominadas fosfatasas que hidrolizan los ésteres de fosfato resultantes de la cadena lateral,
liberando el grupo Pi. Durante la fosforilacion, el grupo terminal fosfato (y) del ATP se
transfiere a residuos de serina o treonina por una clase de cinasas de las familias AGC y
CaMK, o a residuos especificos de otro tipo de cinasas de la familia de las proteinas cinasas
de tirosina (PTK). La reaccion de fosforilacion suele llevarse a cabo en el citoplasma celular,
donde el ATP es més abundante. 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 proteinas cinasas en el espermatozoide

El espermatozoide cuenta con una considerable cantidad de cinasas clasificadas en diferentes
grupos: reguladas por nucledtidos ciclicos (AGC) como la PKA, la activada por
fosfatidilserina, diacilglicerol (DAG) y Ca?** (PKC), la proteina cinasa B (PKB), las
dependientes de ciclinas (CMGC) como Cdk5 y unicas como la caseina cinasa Il (CKII)
(Hanks & Hunter, 1995), donde algunas participan en procesos fisioldgicos que ayudan a la
fecundacion como la motilidad. La PKA fue la primera cinasa identificada en espermatozoide
y la mas estudiada (Garbers et al., 1973), se encuentra en espermatozoide de humano, raton,
porcino y bovino (Visconti et al., 1997; Lefievre et al., 2002). Esta constituida por dos
subunidades regulatorias (Ria, Rif3, RIla y RIIB) y dos subunidades cataliticas (Ca, CB, Cy
y PrKK) que dependen de la unién de dos moléculas de AMPc a las subunidades regulatorias
para dejar expuesto los sitios cataliticos (Taylor et al., 2004). Esta enzima incrementa su
actividad previa a la fosforilacion de tirosinas durante el fendmeno de la capacitacion
(Visconti et al., 1997, 1998). Se ha visto que en espermatozoide de bovino regula de manera
indirecta a la fosfatasa de serina-treonina PP1y2 que es activada por la proteina cinasa
activada por PKC, posteriormente la PPly2 inhibe indirectamente a la cinasa de
fosfatidilinositol-3 (PI13K) que produce fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3) que es

responsable de varios procesos de crecimiento, movimiento, adhesion, sintesis de proteinas
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y rearreglo del citoesqueleto, reaccion acrosomal y activacion de PKB (Fisher et al. 1998,
Etkovitz et al. 2007, Jungnickel et al. 2007; Fayard et al., 2010, Rotfel et al., 2014).
Recientemente se ha demostrado la participacion de PKA en la fosforilacion del canal
CatSper en mamifero (Orta et al., 2018). PKC es una enzima perteneciente al grupo de las
cinasas AGC mismo grupo al cual pertenecen PKA y PKB. Las PKC, se dividen en
convencionales (o, BI, BII y v), novedosas (1, €, 6 y 0) y atipicas (A, 1y €). Segun el tipo de
enzima cada dominio tendra sitios de union para diferentes moléculas, los cuales son cuatro
dominios conservados: C1 (sitio de union para ésteres de forbol y DAG), C2 (sitio de union
para los &cidos grasos y Ca?*), C3 y C4 (ATP y el sustrato, respectivamente) (Castagna, et
al., 1982; Coussens et al., 1986; Ono et al., 1989; Nishizuka, 1995). La PKC se encuentra a
lo largo del flagelo del espermatozoide de bovino (Lax et al., 1997), en la region acrosomal
del espermatozoide de raton y carnero (Endo et al, 1991; Breitbar, 1992) en la pieza principal
del espermatozoide de humano y tanto en humano como en espermatozoide de jabali y de
codorniz se sabe que participa en la regulacion de la motilidad (Rotem et al., 1990; Matsuzaki
et al., 2017; Teijeiro et al., 2017). En mamifero, la cinasa PKB tiene tres isoformas (PKBa,
PKBp y PKBy) que comparten un dominio N-terminal homologo de pleckstrina, un dominio
catalitico central y un dominio C-terminal hidrofobico (Fayard et al., 2010). Se sabe que PKB
se encuentra en la pieza media y pieza principal del espermatozoide de humano (Koppers et
al., 2011), en espermatozoides de porcino (Lackey & Gray, 2015), en la pieza media del
espermatozoide de caballo y de ratén donde participa en la motilidad (Gallardo et al., 2014,
Quan & Liu et al., 2016). La Cdk5 es una cinasa que se activa por las proteinas p35 y p39
(Sharma et al., 2020), la cual se ha identificado en espermatozoides de humano, porcino,
raton y rata mediante Western Blot (Rosales et al., 2004; Lackey & Gray, 2015). Ademas, en
raton y rata, esta descrito que Cdk5 participa en la fosforilacidn de las fibras densas externas,
proteinas del citoesqueleto del espermatozoide (Rosales et al., 2004). La cinasa CKII es una
enzima de serina y treonina con dos subunidades cataliticas (CKIla y CKlIla’) y dos
subunidades regulatorias (CKIIB) y CKIla’ que parecen participar en la espermatogénesis de
mamifero (Lou et al., 2008). También se ha encontrado CKIla y CKIla’ en la region
acrosomal y CKIIP en el flagelo de espermatozoides de raton (Mannowetz et al., 2010), y
detectado mediante Western Blot en espermatozoide de humano y porcino (Lackey & Gray,

2015), asi mismo esta cinasa es activada por fosforilacion mediante PKC (Lee, et al., 2016),

14



y tiene la capacidad de activar tanto a PKB como a la fosfatasa PP2A (Heriche et al., 1997;
Di Maira et al., 2005).

-Las proteinas fosfatasas en el espermatozoide

Como se menciono antes, las fosfatasas quitan los grupos fosfato de las moléculas. En el
espermatozoide se han identificado principalmente fosfatasas de serina y treonina (PSTPs)
pertenecientes al grupo de las fosfoproteinas fosfatasas (PPPs) siendo PPl y PP2A las
subfamilias encontradas en espermatozoides de diferentes especies. En espermatozoide de
humano la subunidad PP1y estd en la pieza media y pieza principal del flagelo, y las
subunidades PP2A y PP2B a lo largo de todo el flagelo (Signorelli et al., 2013), las
subunidades PP1y1l y PP1y2 se encontraron en espermatozoide de macaco Rhesus, bovino,
raton y hamster mientras que en rana solo se encontré PP1yl mediante experimentos de
Western Blot (Smith, et al., 1996, Chakrabarti et al., 2007). En el caso particular del
espermatozoide de bovino la supresion de la actividad de PP2A resulto en un incremento de
la motilidad; de manera similar ocurrié con la inhibicion de la subunidad PP1y2 en raton
(Chakrabarti et al., 2007; Dudiki et al., 2015). Ademas de que la inactivacion de PP2A es un
paso previo a la fosforilacion de tirosinas en la capacitacion, donde se regula por las cinasas
CKIl'y Src (Heriche et al., 1997; Krapf et al., 2009).

-Las proteinas cinasas y fosfatasas en el espermatozoide de erizo de mar

La PKA fue la primera cinasa que se identificd en eem (Garbers & Kopf, 1980; Garbers et
al., 1980; Lee & lverson, 1976) y desde esa época se sabe que cuando la concentracion de
AMPc aumenta, la PKA se activa, ciertas proteinas del axonema (aparato motor) del flagelo
se fosforilan y se inicia la motilidad flagelar, la cual se mantiene hasta que el espermatozoide
se fusiona con el 6vulo (Garbers & Kopf, 1980; Garbers, 1989). Se ha propuesto que cambios
en el estado de fosforilacion de las ~250 proteinas que conforman el axonema (Inaba, 2003),

regulan la motilidad de los espermatozoides, debido a aumentos en los niveles de AMPc y
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de Ca?* (Tash, 1989; Darszon et al., 2008), aunque muy pocas proteinas se han identificado
a nivel molecular. En eem, la PKA (Gonzalez-Mora, 2016), las adenilil ciclasas (SAC)
(Beltran et al., 2007; Vacquier et al., 2014) y sustratos fosforilados de PKA (pPKASs) y de
PKC (pPKCs), se distribuyen a lo largo del espermatozoide (Loza-Huerta et al., 2013).
Actualmente se sabe que el genoma de S. purpuratus cuenta con las isoformas de PKC 6 e 1
(Loza-Huerta et al., 2021). En la regulacién de la motilidad del eem de S. purpuratus esta
involucrada una fosfatasa dependiente de calmodulina (CaM) y de Ca®* (Tash et al., 1988).
Ademas, en nuestro grupo (Beltran, 2019), mediante analisis protedmico de flagelos de eem
se identificaron las fosfatasas PP1A (gi|72045279) y PP2A (gi|115675671). Sin embargo,
falta corroborar la localizacion de dichas fosfatasas en el eem y si estas participan en la
motilidad. Dado que la motilidad es un proceso fundamental en la fecundacion de los eem,
que el erizo de mar fue el primer animal en el cual se describi6 dicha funcion y donde esta
mejor caracterizada. En este proyecto nos proponemos usar el eem para identificar a algunas

cinasas y fosfatasas que podrian participar en la motilidad.
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Tabla 1. Sitios predichos de fosforilacién por PKA, PKC, y CKII en Isoformas de PKC

Other proteins not in the speract signalling cascade model

RAC-gamma serine/threonine-protein kinase y1 (PKB1, Akt or XP_030854897.1 54 01{3)

RACY1)

RAC-gamma serine/threonine-protein kinase (PKB, Akt or XP_787246.2 56 3(1)

RACY2)

Protein kinase C (PKC) XP_030840335.1 21 1(0) 2(0)
Protein kinase C delta type isoform X1 (PKCS X1) XP_030828326.1 79 1(2) 6 (1)
Protein kinase C delta type isoform X2 (PKCS X2) XP_030828326.1 7l 1(2) 9(1)
Protein kinase C iota type isoform X1 (PKCt X1) XP_011682840.2 76 4(3) 7(2) 1
Protein kinase C iota type isoform X2 (PKCi X2) XP_011682845.2 71 41(3) 10 (0) 1
Protein kinase C iota type isoform X3 (PKCi X3) XP_030843097.1 69 4(2) 5 (0) 1
Protein kinase C iota type isoform X4 (PKCi X4) XP_011682846.2 69 4(3) 8 (0) 1
Protein kinase C iota type isoform X5 (PKCu X5) XP_030843098.1 66 4{3) 9 (0) 1
Ca-independent PKC X1 (Ca-indep PKC X1) XP_030854593.1 87 53) 14 (1)
Ca-independent PKC X2 (Ca-indep PKC X2) XP_030854594.1 87 5(3) 14 (1)
Ca-independent PKC X3 (Ca-indep PKC X3) XP_030854595.1 87 5(3 14(1)
Ca-independent PKC X4 (Ca-indep PKC X4) XP_030854596.1 83 4(3) 11 (1)

Los nimeros en las columnas de las cinasas indican los sitios predichos de fosforilacion por PKA y PKC con
una probabilidad > 0.7. ID: nimero de identificacion. (x): Numero de motivos fosforilados reconocidos como
sustratos fosforilados a-PKA y a-PKC, respectivamente. Tabla modificada de Loza-Huerta, et al., 2021.

Proteinas de la cascada de sefializacion disparada por el Speract

La cascada de sefializacion del Speract, es una via de sefializacion propuesto para explicar
los cambios por los que pasa el eem una vez que el decapeptido Speract liberado por el ovulo
del erizo de mar, se pone en contacto con su receptor (SpR) (Guerrero et al., 2020). Cuando
el Speract se une a SpR, se activa una guanilato ciclasa transmembranal (GC), que sintetiza
GMPc (Su & Vacquier 2006). El aumento de GMPc permite la activacion del canal de K™,
Tetra-KCNG, permitiendo la salida de este ion y consecuentemente hiperpolarizando el
potencial de membrana. Esto permite la activacion del intercambiador de Na*/H* especifico
del espermatozoide (SNHE), lo que permite el aumento del pHi. Simultdneamente se activa
el canal de Na* dependiente de voltaje (SpHCN), que permite el influjo de Na* depolarizando

el potencial de membrana. Este aumento activa las SAC (Vacquier et al., 2014), que producen
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AMPCc a partir de ATP. El aumento de AMPc y de pHi asi como la depolarizacion activan el
canal de Ca2* especifico del espermatozoide (CatSper) (Ren et al., 2001), que permite un
aumento de la [Ca?*li (Chung et al., 2017; Espinal-Enriquez et al., 2017; Seifert et al., 2015).
Es posible que el aumento de [Ca?*]i active a los canales de Cl- activados por Ca®" y K,
(CaCCy CaCK) para volver a hiperpolarizar el potencial de membrana. Finalmente sabemos
que el aumento de [Ca?*]i es importante ya que se ha observado que hay un aumento de este
ion en la respuesta quimiotactica del eem (Guerrero et al., 2010b).
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Tabla 2. Sitios predichos de fosforilacion por PKA, PKC, PKB, Cdk5 y CKII en
proteinas que participan en la casada de sefializacion del Speract

Speract receptor (SpR) XP_011672290.2 121 a3 13(0) 1

Atrial natriuretic peptide receptor 1 (ANP or mGC) XP_030828282.1 93 4(1) 4(0) .
Sperm phosphodiesterase 5 (PDES) NP_001029121.1 108 4(2) 15 (0) 1{1) l_

Tetrameric potassium-selective cyclic nucleotide gated NP_001075433.1 253 3(6) 8(1) 1 N

channel (Tetra-KCNG)

mm sodium proton exchanger isoform X1 XP_030844648.1 140 2{1) 10 (0) ]
s

Soluble adenylyl cyclase (SAC) NP_001020380.1 209 15(13) 17 (0) 1 3_

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit 1 (PKA C1) XP_030852244.1 40 42 3(0)

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit PRK XP_011681046.1 40 0{2) 8 (0)

(PKA C PRK)

cAMP-dependent protein kinase type Il regulatory subunit NP_999688.1 41 1{3) 4(1)

(PKA RIl) 1
Hyperpolarization-activated (lh) channel (Spih) NP_999729.1 87 1{2) 8(1)

Hyperpolarization-gated and cyclic nucleotide regulated NP_001028182.1 74 6(3) 5 (0)

channel (HCN)

Cation channel sperm-associated protein 1 (CatSperl) XP_030854941.1 54 o1) 3(0)

Cation channel sperm-associated protein 2 (CatSper2) XP_030832241.1 60 2(2) 4(0) i
Cation channel sperm-associated protein 3 (CatSper3) XP_030835949.1 a6 1(2) 2(0) .
Cation channel sperm-associated protein 4 (CatSper4)) XP_030846926.1 60 2{1)  13(2) z_

Cation channel sperm-associated protein j (CatSperp) XP_030853793.1 68 5(0) 9 (0) B
Cation channel sperm-associated protein y (CatSpery) XP_030855182.1 37 0(3) 4 (0) N

Cation channel sperm-associated protein €1 (CatSpercl) XP_030855090.1 47 01{0) 5 (0) N

Cation channel sperm-associated protein ¢2 (CatSperc2) XP_011664202.2 56 0{0) 4(0) ]
EF-Hand Calcium Binding Domain 9 (EFCABY) XP_003728906.1 25 01(0) 2(0)

Testis potassium dependent sodium/calcium (NCKX) NP_939790.1 72 2{1) 5(1) 1—
Sperm plasma membrane calcium transporting NP_001028822.1 127 1{4) 8 (0) .

ATPase (CaP)

Transmembrane protein 16 (TMEM16) NP_001073009.1 106 1(4) 4 (0) 1

Calcium-activated potassium channel subunit alpha-1 XP_030835947.1 119 6(4) 16 (0) 1 1
(CaKC)

Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1D-  XP_030827881.1 229 14 (16) 9 (4) 1

such as isoform X1 (Cavl.2)

Voltage-dependent calcium channel A al X18 (Cav2.3) XP_030853667.1 289 M 24 (1) 1 1

Los nimeros en las columnas de las cinasas indican los sitios predichos de fosforilacion por PKA y PKC con
una probabilidad > 0.7. (x): Numero de motivos fosforilados reconocidos como sustratos fosforilados de PKA

y PKC, respectivamente. ID: nimero de identificacion. Tabla Modificada de Loza-Huerta et al., 2021.
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ANTECEDENTES

Incluso con las considerables diferencias en la ecologia reproductiva y las sefiales de
activacion que caracterizan a los diferentes taxones a los que pertenecen los mamiferos (filo
Chordata) y los erizos de mar (filo Echinodermata), las vias de sefializacion que activan la
motilidad estan altamente conservadas en los pocos taxones que se han descrito hasta la fecha
(Speer et al., 2021). En los invertebrados marinos, hay alcalinizacion intracelular que
estimula a la SAC que produce AMPc (Vacquier et al., 2014), que activa a la PKA que a su
vez fosforila proteinas flagelares y de la sefializacion del calcio mediada por CatSper (Kaupp
et al., 2008), y juntos estimulan el batido flagelar y finalmente la motilidad (Speer et al.,
2021). Cada componente de esta via conservada parece ser necesaria para la motilidad y la
fecundacidn de los espermatozoides en los erizos de mar, ya que los ratones que carecen de
SLCOC1, sAC, PKA o CatSper presentan graves defectos en la motilidad de los
espermatozoides, lo que los vuelve infértiles (Wang et al., 2003; Nolan et al., 2004; Xie et
al., 2006). Un andlisis in silico, mediante el programa NetPhosK, indica que varias de las
proteinas que participan en la cascada de sefializacion del Speract (Guerrero et al., 2020),
poseen sitios predichos de fosforilacion por Cdk5, CKII, PKA, PKB y PKC (Tabla 2; Loza-
Huerta et al., 2021). Cdk5 tiene como blanco a los canales de calcio activados por voltaje
Cavl.2 (3) y Cav2.3 (2), (Caterall, 2011), y uno por PKB. Cav2.3 también tiene un sitio
predicho de fosforilacion por CKII. Ademas, CKII tiene sitios predichos de fosforilacion en
la fosfodiesterasa 5 (FDE5), en PKA, en una de las subunidades del canal i6nico de Ca?*
(CatSper4), en el intercambiador Na*y Ca?* dependiente de K* (NCKX) (Su & Vacquier,
2002) y en la sAC, la cual tiene también un sitio predicho de fosforilacién por PKB.
Finalmente, la proteina cinasa B (PKB) ademas de los sitios de fosforilacion predichos ya
mencionados también los hay en el receptor del Speract (RSp), en la FDE5 y en el canal
tetramérico de K" regulado por nucleétidos ciclicos (Tetra-KCNG). De hecho, el analisis
protedmico de eem reveld que el RSp, PKA, CK, las fosfatasas PP1y PP2A, y la FDES5, son
sustratos fosforilados por PKA (Loza-Huerta, 2013), y tenemos evidencia de la participacion
de PKA en la quimiotaxis de los eem (Angeles, 2021), ademas de que la FDE5 afecta la
motilidad de los eem (Su & Vacquier 2006). Finalmente, CKlIla (XP_003728583.1) se
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encontré mediante experimentos de proteémica en balsas lipidicas de flagelos de eem de S.

purpuratus (Beltran, datos no publicados).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La falta de informacidn acerca de los mecanismos que regulan el proceso de motilidad del
espermatozoide, impide el desarrollo de tecnologias para comprender mejor este fenémeno.
El modelo del erizo de mar permite una mayor comprension del fendmeno de la motilidad
debido a que produce una mayor cantidad de espermatozoides en contraparte con los
mamiferos. Ademas, se pueden simular las condiciones ideales de su entorno para probar
diferentes condiciones experimentales al ser un organismo de fecundacion externa. Sabemos
que la fosforilacion de proteinas es un proceso llevado a cabo por cinasas y fosfatasas que es
importante en el nado del espermatozoide, por lo que la identificacion de las cinasas y
fosfatasas involucradas en la motilidad del espermatozoide de erizo de mar brindara
informacidn que permitira avanzar en el entendimiento de los mecanismos que regulan dicho

proceso.

HIPOTESIS

Las cinasas PKB, CKIl y Cdk5 y las fosfatasas PP1 y PP2A regulan la motilidad de los

espermatozoides de erizo de mar

OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar cinasas y fosfatasas involucradas en la motilidad de los espermatozoides de erizo

de mar

Objetivos particulares
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1. Localizar las cinasas PKB, CKIl y Cdk5 y las fosfatasas PP1 y PP2A en los
espermatozoides de erizo de mar.
2. Evaluar la participacion de las cinasas y fosfatasas detectadas en flagelos, en la

motilidad de los espermatozoides de erizo de mar.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los reactivos: Roscovitina No. 186692-46-6 se comprd en Sigma Aldrich, Merck KGaA,
(Darmstadt, Alemania). AZD5363 No. MBS576509 se obtuvo en MyBioSource (San Diego,
Estados Unidos). CX-4945 No. 1009820-21-6 se comprd al distribuidor de
MedChemExpress y Caliculina y Acido Okadaico A No. de PHZ1044 se obtuvieron de
Thermo Fisher Scientific (Massachussets, Estados Unidos). Debido a que no existen
anticuerpos comerciales especificos para las enzimas Cdk5, CKIl, PKB, PP1y PP2A de erizo
de mar, se seleccionaron anticuerpos (Tabla 4), cuyo epitopo tiene un porcentaje de identidad
mayor al 80% (Tabla 5) con la secuencia predicha de cada proteina en el genoma de S.
purpuratus. Como anticuerpo secundario se usé a-conejo-HRP No. sc-2004 del distribuidor
Santa Cruz Biotechnology y el acoplado a Alexa Fluor 488 No. A11008 de Invitrogen. Los
cocteles de inhibidores de proteasas (“cOmplete” libre de EDTA), y de fosfatasas
(“PhosSTOP”) se adquirieron de ROCHE (Indianapolis, Estados Unidos). Los estandares de
peso molecular SDS7B No. S8455, se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Misuri, Estados
Unidos). Las membranas de PVDF y de nitrocelulosa para Western Blot son de Millipore Co.
No. IPVH00010 (Darmstand, Alemania) y BIO-RAD No. 1620112 (California, Estados
Unidos) respectivamente. El reactivo para revelar por quimioluminiscencia se consiguio de

PIERCE, Thermo Fisher Scientific y los films de radiografia fueron de Carestream.
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Tabla 3. Inhibidores de las cinasas CKIl y PKB y de las fosfatasas PP1 y PP2A

Proteina | Inhibidor | 1Csp (nM) | Concentracion (uM) | Modelo
Cinasas
Cdk5 Roscovitina 16 000 0.5,1,2.5,5,10,25,50,75y100 ! Ovocitos de Xenopus laevis
CKII CX-4945 22100 5,1020, 40 ? Linea celular de cancer de prostata PC3
PKB AZD5363 |8 (PKB, y PKB3), 25.43 (PKB;) 1,5, 15,30 ! Linea celular U87-MG
Fosfatasas
PP1 Caliculina A > 0.031,0.1,0.316, 1 ® Fosfatasas de miosina B de musculo liso
PP2A | Acido okadaico %500 05,1,2,5

CKII: caseina cinasa I, PKB: proteina cinasa B, PKC: cinasa activada por Ca2+ y diacilglicerol, PP1: fosfatasa
1 de serina y treonina, PP2A: fosfatasa 2A de serina y treonina. Miere et al., 1997%; Pierre et al., 20112 ;
https://www.guidetopharmacology.org/GRAC/LigandDisplayForward?tab=biology&ligandld=77093; Davies
etal., 2012%; Ishihara et al., 1989°.

Tabla 4. Caracteristicas de anticuerpos empleados

Anticuerpo| ID Epitope Reactividad Proveedor | No. De catalogo Aplicacion
a-cdkd |QO00535] K3-T26 | Humano, raton, rata y mono Affmity AF6371 WB, IHC, IF/ICC, ELISA
a-CKII | P68400| MI-Y50 Humano Bethyl A300-196A WRB, IHC, IF/ICC, ELISA
o-PKB | P31749| P452-A480 Humano, raton y rata Affnity AF0836 WB, IF, ELISA
a-PP1 P621401V250-R331 Humano, raton y rata Abclonal Al13528 WB, IHC, IF
a-PP2A | P67775| M1-A231 Humano y raton Thermofisher PA5-29754 WB, ICC, IF, IHC

Los anticuerpos fueron hechos en conejo, contra los epitopos de las secuencias de las cinasas Cdk5, CKII, PKB
y las fosfatasas PP1 y PP2A de humano. Se trata de anticuerpos policlonales, que son reconocidos por el
anticuerpo secundario HRP-Goat a-Rabbit IgG. ID: ndmero de identificacion; WB: wester blot; IHC:
inmunohistocitoquimica; IF/ICC: inmunofluorescencia/inmunocitoquimica; ELISA: enzimoinmunoanalisis de
adsorcion.

Tabla 5. Porcentaje de identidad de epitopos de anticuerpos generados contra las
diferentes enzimas de humano, y las secuencias correspondientes en genomas de S.
purpuratus y L. pictus

Enzima Especies *ID erizo de mar | **ID humano | Epitope de humano | % Ident
Cdks Strongylocentrotus XP_030840991.1 Q00535 K3-T26 95.83
CKII purpuratus XP_003728583.1 P68400 MI1-Y50 90.91
PKB XP_787246.2 P31749 P452-A480 100
PP1 XP_030854284.1 P62140 V250-R331 94.29
PP2A XP_780423.1 P67775 M1-A231 93.39
Cdk5 Lytechinus XP_054767517.1 Q00535 K3-T26 91.67
CKII pictus XP_054748235.1 P68400 MI-Y50 93.33
PKB XP_054758907.1 P31749 P452-A480 NA
PP1 XP_054758910.1 P62140 V250-R331 94.29
PP2A XP 054773849.1 P67775 M1-A231 92.04

% ldent: Porcentaje de identidad entre la secuencia del epitopo de las enzimas Cdk5, CKIl, PKB, PP1 o PP2A
de humano y la secuencia de la enzima correspondiente en erizo de mar; ID: nimero de identificacion; NA: No
aplica; *: genomas de las dos especies de erizo de mar,
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/datasets/genome/GCF_015342785.2/ (S. purpuratus) y
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000002235.5/ (L. pictus); **: https://www.uniprot.org/
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Obtencion de espermatozoides

Los espermatozoides de erizo de mar (eem) se obtuvieron de las especies L. pictus (Obtenidos
de Marinus) y S. purpuratus (Javier Garcia Pamares. Ensenada, Baja California, México).
Los erizos se mantienen en agua de mar artificial marca Oceanic a ~1000 mOsm y pH 8 a
una temperatura de 14-15 °C. Los erizos se inyectaron en la region intracelomica con 0.1-1
ml de KCI 0.5 M para obtener los gametos, los cuales se colectaron con una pipeta Pasteur y
se almacenaron en tubos Eppendorf en un termo con hielo a 4 °C durante 2-3 dias, a estos

espermatozoides se les denomina “secos”.

Solubilizacién de espermatozoides de erizo de mar (eem)

Los eem secos (2.5 ul) se diluyeron en 1.5 ml de en agua de mar artificial (AMA en mM:
NaCl 485, CaCl; 10, KCI 10, MgSOs 30, NaHCO3 2.5, MgCl, 26, HEPES 10 y EDTA 0.1 a
~1000 mOsm y pH 8) conteniendol mM de calcio y bajo pH (AMA1Ca pH 7) para eliminar
las células inmaduras llamadas celomocitos. El sobrenadante se centrifugo a 1000 x g durante
7 minutos. Al precipitado se le agreg6 80 ul de Tris-HCI/HEPES 20 mM con EDTA 25 mM,
EGTA 2 mM, cOmplete y 20 pl de mezcla digestora 5X (Tris-HCI 20 mM pH 6.8, azul de
bromofenol 10 pg/ml, SDS 10%, glicerol 50%, 3-mercaptoetanol 5%, EDTA 8 mM, EGTA
2 Mm). Se agité en vortex durante 20 minutos a 4 °C, y se calent6 a 70°C por 20 minutos.
La mezcla se centrifug6 a 10,000 x g/10 min y se recuper6 el sobrenadante para separar las
proteinas en un gel desnaturalizante al 12% considerando que el rango de pesos moleculares
(PMs) de las proteinas de interés es de 22-54 kDa.

Aislamiento de membranas plasmaticas de eem

Separacion de cabezas y flagelos
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Los eem (1 ml) se diluyeron con 14 ml de AMA1Ca pH 7 a 4°C los cuales se centrifugaron
a 121 xg por 5 minutos, el sobrenadante se aspird y se transfirio a otro tubo. El precipitado
resultante se descartd y se repitid el paso anterior 3 veces para separar celomocitos. El
sobrenadante se centrifugo a 3000 xg por 5 minutos y se descartd el sobrenadante. El
precipitado fue resuspendido en 10 ml de AMAL1Ca pH 7 en presencia de inhibidores
(leupeptina 10 uM, pepstatina 1 uM, DTT 1 mM, inhibidor de tripsina 1 mg/ml, aproptinina
1 pg/ml, EGTAy EDTA 1 mM), y se pasé por aguja de No. 21, 20 veces. El precipitado se
centrifugo 2000 xg por 5 minutos. El sobrenadante correspondio a los flagelos y el

precipitado a las cabezas.

Aislamiento de membranas plasmaticas de flagelos de eem

Los flagelos derivados de 1 ml de eem se centrifugaron a 35,000 xg por 40 minutos y el
precipitado se resuspendié en 10 ml de solucion hipotonica (Tris 10 mM, NaCl 10 mM, KCI
10 mM, DTT 0.1 mM, Leupeptina 10 uM y pepstatina 1 uM a pH 8) y se homogeneizo. Se
colocaron 5 ml de la suspension anterior sobre 10 ml de una solucion colchén de sacarosa
(Tris 10 mM, sacarosa 40%, CaCl. 1 mMy DTT 0.1 mM a pH 8) en tubo (marca Corex) de
15 ml para centrifugarse a 20,000 xg por 75 minutos. Al final se obtuvo un gradiente con una
banda en la interfase con el colchon de sacarosa correspondientes a las Membranas MID y
en la parte superior las membranas TOP. Las membranas se diluyeron por separado al menos
3 veces con solucion hipoténica, y se centrifugaron a 200,000 xg por 30 minutos. Las
membranas se resuspendieron con el minimo volumen de solucién hipotdnica, se hicieron

alicuotas de 20 a 40 ul y se guardaron a -70°C.

-Aislamiento de membranas plasmaticas de cabezas de eem

Esto se hizo como esta reportado (Darzon et al., 1994) y se describe a continuacion. Las
cabezas precipitadas (ver seccion anterior) se resuspendieron en 2 ml de AMA1CapH 7,y

se transfirieron a un tubo conteniendo 1 ml de Affi-Gel (esferas cargadas positivamente que
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se unen a lamembrana plasmatica) para incubarlas a 4°C por 15 minutos con agitacion suave.
A continuacion, se agregaron por la pared del tubo, 11 ml de heparina (40 U/ml en AMA1Ca
pH 7) y se mezcld suavemente por 15 minutos para centrifugarse a 484 xg por 5 minutos para
finalmente descartar el sobrenadante. El precipitado se Re suspendié en 10 ml de solucion de
lisis para centrifugarse a 2000 rpm por 5 minutos. EIl precipitado se lavo 2 veces con 10 ml
de solucidn de lisis sin inhibidores y el precipitado, se transfirié con 1 ml de AMA1Ca pH 7
a un tubo Corex de 15 ml mantenido en hielo, y se sonicd por 2 minutos, 3 veces.
Posteriormente se centrifugo a 10,000 xg por 10 minutos rara recuperar las membranas en el
sobrenadante. Las membranas finalmente se centrifugaron a 200,000 xg por 30 minutos, se
tomé el sobrenadante que contiene a los acrosomas y se resuspendieron en el minimo

volumen posible (pls) de AMALCa pH 7 para alicuotar y guardar a -70°C.

Dot Blot y Western Blot

Estos experimentos se llevaron a cabo segun lo establecido en el laboratorio para
espermatozoides de erizo de mar (Loza-Huerta, 2013) con algunas modificaciones. Los
espermatozoides secos se diluyeron 1:15 en AMA1Ca pH7 y se lavaron un par de veces. Las
células, se recuperaron por centrifugacion a 3500 x g durante 10 minutos a 4°C y se
resuspendieron en AMA pH 8. Las proteinas de los eem se separaron por peso molecular en
geles de SDS-PAGE al 12%. Se transfirieron a membranas de PVDF durante una hora a 0.5
mA por mini-gel en una cdmara de transferencia semiseca (Serial No. 221BR 43937 BIO-
RAD) utilizando un amortiguador de transferencia (glicina 190 mM, Trisma base 25 mM sin
ajustar el pH (aproximadamente pH 8.6). Los sitios inespecificos de las proteinas transferidas
a las membranas se bloquearon con leche al 5% en el amortiguador TBS (Trisma base 25
mM, NaCl 138 mM pH 7.6) que contiene 0.05% del detergente no iénico Tween-20 (TBS-
T) por 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con
el anticuerpo primario anti-CKII diluido 1:250 o anti-PP2A diluido 1:500, teniendo como
base los resultados obtenidos mediante Dot Blot para posteriormente incubar las membranas
con el anticuerpo secundario hecho contra conejo (Cabra, a-conejo HRP 1.10000) en TBS-T

durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron con TBS-T y después con TBS 3 veces
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durante 10 minutos cada uno. Las proteinas unidas al anticuerpo se revelaron por
quimioluminiscencia (Super Signal West Pico Chemilumimiscent Substrate at. 34080
Thermo Fisher Scientific) exponiendo las membranas por diferentes tiempos en un film de
radiografia. Para determinar la dilucion de anticuerpos a utilizar en experimentos de Western
Blot, se hicieron experimentos de Dot Blot. Para esto, se colocé 1 pl de muestra solubilizada,
derivada de eem En una membrana de nitrocelulosa y se dejo secar, para posteriormente
seguir el protocolo descrito arriba para revelar el Western Blot a partir del bloqueo con leche.
En experimentos de este tipo se utilizaron diluciones de los anticuerpos primarios a-Cdk5,
a-CKII, a-PKB, a-PP1 y a-PP2A (1:125, 1:250 y 1:500), atendiendo las recomendaciones
del proveedor para cada anticuerpo.

Inmunofluorescencia

Este protocolo se llevd a cabo como esta montado en el laboratorio para espermatozoides de
erizo de mar (modificado de Granados-Gonzales et al., 2005 y Velazquez-Pérez, 2016). Se
diluyeron 5 pl de eem secos en 1.5 ml de AMA 1Ca pH 7 y se realiz6 un lavado de los eem.
Se centrifugo el sobrenadante a 1000 xg por 10 minutos a 4°C y el precipitado se diluyé en
1.5 ml de AMA1Ca pH 7. Posteriormente se pusieron 20 pl de eem en cada pozo de un
portaobjeto “PTFE” (Electron Microscopy Sciences, No. 63424-06) y se dejaron durante 1 h
a 4°C en el interior de una camara humeda para después fijar con paraformaldehido al 4% en
AMA pH 8 recién preparado, durante 10 minutos y se lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos.
Los eem se permeabilizaron con Tritén-X100 al 0.1% en PBS pH 7.4 por 10 minutos y se
lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos. Los eem se bloquearon con BSA al 2% en PBS por
1 h a 4°C. Posteriormente, los eem se incubaron con a-Cdk5, o-CKII, a-PKB, a-PP1 o a-
PP2A todos diluidos 1:10 salvo PP2A (1:25) en BSA al 0.1% en PBS toda la noche a 4°C y
se lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos. Finalmente, los eem se incubaron con a-CONnejo
(acoplado a Alexa 488), diluido 1:200 en BSA al 0.1% en PBS por 1 h a temperatura
ambiente, los eem se lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos y se afiadio 1.5 ul de citifluor
para evitar el fotoblanqueo. Se posicion6 un cubreobjetos encima del portaobjeto, se sello

con barniz y la muestra se observé mediante microscopia de epifluorescencia a 470 nm que

27



permite obtener una imagen mediante el software CASA (Computer Assisted Sperm

Analyzer).

Evaluacion de la motilidad de los espermatozoides

Todo se hizo como esta montado en el laboratorio para espermatozoides de erizo de mar
(Loza-Huerta, 2007) con algunas modificaciones como se describe a continuacion. Los eem
secos se diluyeron 1:10 en AMA1Ca pH 6.8 y de ahi se tomd 1 pl que se diluy6 en 500 pl de
AMA pH 6.8, en presencia o ausencia (control) del inhibidor de la cinasa Cdk5, Roscovitina
(0.5,1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75y 100 uM), el inhibidor de la cinasa CKII, CX-4985 (5, 10, 20
y 40 uM), el inhibidor de la cinasa PKB, AZD5363 (1, 5, 15 y 30 uM), el inhibidor de la
fosfatasa PP1, Caliculina A (31, 100, 316 y 1000 nM), el inhibidor de la fosfatasa PP2A,
Acido okadaico (0.5, 1, 2 y 5 pM) o con DMSO al 2% (diluyente de CX-4945, AZD5363,
Caliculina A y Acido Okadaico) en una camara de registro circular para microscopio. En esta
camara de registro se pusieron cubreobjetos redondos (25 mm de didmetro; marca VWR) que
fueron pretratados con poli-Hema (No. de 3932 Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1
mg/ml diluido en etanol al 95%, para eliminar el exceso de poli-Hema y evitar que los
espermatozoides se pegaran al vidrio. La camara de registro se enjuag6 con 500 pl agua
destilada 3 a 4 veces y posteriormente con AMA, dependiendo de la condicidn experimental.
La camara de registro se posiciona en la platina de un microscopio invertido de
epifluorescencia Nikon Eclipse TE 300 en un regulador de temperatura a 14°C registrando
15 segundos del nado de los eem después de 8 minutos de incubacion con el inhibidor
correspondiente. Para enfocar y ver los eem se utilizo el objetivo de 40X, con una camara
AndoriXon.

Protocolo de captura de imagenes y analisis de trayectorias de espermatozoides de erizo

de mar
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Para registrar y analizar las trayectorias de los eem se utilizo el programa Andor iQ2, para
crear protocolos y obtener archivos en formato .tif. EI protocolo est4 programado para grabar
un video de 15 segundos dividido en 340 imagenes que se repitié de manera manual pasado
los 8 minutos de incubacidon con el inhibidor correspondiente. Mediante el programa ImageJ
analizamos los videos obtenidos del programa Andor iQ2 restandoles la fraccién inmavil
mediante un algoritmo que calcula una proyeccion de intensidad media de los 15 segundos
que dura el video. Mediante el “plugin” TrackMate se rastrean las trayectorias de cada uno
de los espermatozoides y se genera un archivo de Excel (.xIs). Posteriormente utilizamos el
lenguaje de programacion R para realizar analisis estadisticos, en el cual se genera un codigo
(script) que produce una gréfica con los valores correspondientes de la velocidad de nado de

las poblaciones de espermatozoides analizados de cada condicion.

Analisis estadistico de las trayectorias de los eem

Posteriormente con el mismo script se realiz6 una prueba de normalidad Shapiro-test sobre
la distribucion de la motilidad medida de cada condicion para determinar qué tipo de analisis
estadistico se debia de llevar a cabo en cada poblacion. Si se trataba de una distribucion
normal (p<0.05) se hacia un analisis paramétrico de ANOVA de una via, pero en caso
contrario (p>0.05) se procedié a hacer un andlisis estadistico no paramétrico de Kruskal-
Wallis (p<0.05). El valor de p entre la comparacion de dos distribuciones determind 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 comparacion de
poblaciones de cada condicion, el script generd una grafica de barras de cada una de ellas y
se validaron las diferencias mediante una prueba de Tukey-test para los resultados obtenidos
de ANOVA vy test Conover para los resultados obtenidos de Kruskal-Wallis.
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RESULTADOS

Cdk5 se encuentra en los flagelos de eem

Dado que los anticuerpos comerciales que utilizamos para saber si Cdk5, CKII, PKB, PP1y
PP2A estan en eem son comerciales y generados contra proteinas de humano, inicialmente
realizamos experimentos de Dot Blot para determinar la dilucion del anticuerpo a partir de la
cual se puede detectar la sefial correspondiente a alguna de las enzimas. En el caso particular
de Cdk5 detectamos sefial en solubilizado total (ST) de eem de L. pictus y en cabezas de eem
de S. purpuratus, a partir de la dilucién 1:125 (Figura 3).

Dilucion Dilucion
1:125 1:250 1:500 1:125 1:250 1:500

- DOEE -~ -+ QOO0 -
Cabezas D D D D S. purpuratus Cabezas D D D D S. purpuratus

0-conejo a-conejo
o-Cdk5 a-CdkS

Figura 3. Cdkb5 esta en eem de L. pictus y de S. purpuratus. A) Dot blot de solubilizado total (ST) de eem de
L. pictus, y de cabezas de eem de S. purpuratus con a-Cdk5 1:125, 1:250 y 1:500. El revelado se hizo con a-
conejo-HRP diluido1:10,000 (1% columna), mismo que se usa como control de especificidad. B) Membranas
de nitrocelulosa usadas en A, tefiidas con negro de amido como control de carga de proteina. Se muestra un
experimento representativo de n=2.

Debido a que se confirmd la presencia de Cdk5 en flagelos de espermatozoides de rata
(Rosales et al., 2004), y que Cdk5 estd en ST y de cabezas de eem, consideramos importante
realizar experimentos de inmunofluorescencia para determinar su distribucion. En los
experimentos de inmunofluorescencia se detecté a Cdk5 en el flagelo y en la mitocondria
(Figura 4), lo cual podria explicar la sefial observada en muestras de ST y cabezas del eem

de S. purpuratus corroborando que Cdk5 se encuentra en cabeza y flagelo del eem.
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Campo claro Hoescht Alexa 488 Sobreposicion

Auto-F

a-conejo

a-CdkS

Figura 4. Cdk5 se inmunolocaliza en la mitocondria y en el flagelo de los eem de L. pictus. Imagenes de
eem tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de
Hoescht (Aex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (kex 470 nm; tercera columna) y sobreposicion del campo
claro con fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 1™, control de autofluorescencia (Auto-F);
2% control con anticuerpo secundario (a-conejo 1:200); 32, a-Cdk5 (1:10). En el renglén de o-Cdk5 columnas
de Alexa 488 y sobreposicion, las flechas sefialan el area de la mitocondria en el espermatozoide. La barra
blanca en la esquina inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 um. Se muestra un experimento representativo
de n=3.

Posteriormente evaluamos la participacion de Cdk5 en la motilidad de los eem con el
inhibidor Roscovitina a las concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 25, 50, 75y 100 uM, y
observamos una disminucion significativa de la motilidad de los eem a partir de una

concentracion 5 uM (Figura 5y 6).
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Figura 5. Cdk5 participa en la velocidad basal de los eem de L. pictus. Velocidades promedio registradas

después de exponer a los eem en agua de mar artificial (AMA), conteniendo DMSO al 0.83% (diluyente de

inhibidor) o Roscovitina (inhibidor de Cdk5), a las concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75 y 100 uM

durante 10 min a 14°C. Se realizo prueba Kruskal-Wallis y posteriormente una prueba de Conover, entre las

poblaciones de AMA, DMSO y Roscovitina, donde ***p < 0.0001 comparando con AMA. n: es el nimero de

erizos empleados.
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Figura 6. Cdk5 participa en la motilidad de los eem de L. pictus. Porcentajes de motilidad registrados
después de exponer a los eem en agua de mar artificial (AMA), conteniendo DMSO al 0.83% (diluyente de
inhibidor) o Roscovitina (inhibidor de Cdk5), a las concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75y 100 uM
durante 10 min a 14°C. Se realizo prueba Kruskal-Wallis y posteriormente una prueba de Conover, entre las
poblaciones de AMA, DMSO y Roscovitina, donde ***p < 0.0001 comparando con AMA. n: es el nimero de
erizos empleados.

CKI1 esta en flagelos de eem y participa en la motilidad basal

Como mencionamos en el resumen, CKII se detecté mediante analisis proteémico en balsas
lipidicas de flagelos de eem S. purpuratus (Beltran, 2019), y es una enzima que posee mas
sitios probables de fosforilacién en proteinas de la cascada de sefializacion de Speract
después de PKA 'y PKC (Loza-Huerta et al., 2021). Debido a lo anterior, inicialmente hicimos

experimentos de Dot Blot para confirmar su presencia. Los resultados obtenidos de los
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experimentos de Dot Blot mostraron que a partir de una dilucion de 1:125 de o-CKII, se
detecta la enzima en ST de eem de L. pictus y en cabezas y flagelos de S. purpuratus (Figura
7).

Dilucion Dilucion
1:125 1:250 1:500 1:125 1:250 1:500

D D D D L pictus ST D D D D L. pictus
Cabezas D E D D Cabezas D D D D S. purpuratus

S. purpuratus

o [ @E B —
o-CKII

0-conejo

A)

a-CKII

Figura 7. CKII estad eem de L. pictus y de S. purpuratus. A) Dot blot de solubilizado total (ST) de eem de L.
pictus, y cabezas y flagelos de eem de S. purpuratus con a-CKII 1:125, 1:250 y 1:500. El revelado se hizo con
a-conejo-HRP diluidol1:10,000 (1% columna), mismo que se usa como control de especificidad. B) Membranas
de nitrocelulosa usadas en A, tefiidas con negro de amido como control de carga de proteina. Se muestra un
experimento representativo de n=2.

Una vez determinada la dilucion a utilizar del anticuerpo contra CKII, realizamos
experimento de Western Blot. La Figura 8A muestra que CKII (43 kDa) esté tanto en ST (10
pl) de eem de L. pictus, como en eem de S. purpuratus. En la Figura 8B podemos observar
la banda correspondiente a CKIl en muestras de flagelos completos (5 ul) y en la Figura 8C
y D, en sobrenadantes de membranas MID y TOP obtenidas por centrifugacién a 200,000

xg/30 minutos.
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Figura 8. CKII esta en los flagelos de eem de L. pictus y de S. purpuratus. Gel de PA-SDS tefiido con azul
de coomassie R250 (lado izquierdo) y Western blot (WB, lado derecho) con a-CKII 1:250 de ST de eem de L.
pictus (A) y de flagelos de eem S. purpuratus (B). WB (lado izquierdo; con a-CKII 1:250) y membrana tefiida
con negro de amido (lado derecho; control de carga de proteina) de sobrenadantes (200,000 xg/30 minutos) de
membranas MID (S.MID; C) y TOP (S.TOP; D). La flecha en los WBs, indica el peso molecular de CKII (43

kDa). Se muestra un experimento representativo de n=2.

Los resultados de tanto Dot Blot como Western Blot mostraron que CKII est4 en el eem,

particularmente en los flagelos. Para ver la localizacion de CKII en la célula, realizamos

experimentos de inmunofluorescencia en donde encontramos que la enzima se localiza a lo

largo de los eem de L. pictus; en las areas del acrosoma, la mitocondria y del flagelo (Figura

9).
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Figura 9. CKIlI se inmunolocaliza en el flagelo, acrosoma y mitocondria de los eem de L. pictus. Imagenes
de eem tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de
Hoescht (Aex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (Aex 470 nm; tercera columna) y sobreposicion del campo
claro con fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 1™, control de autofluorescencia (Auto-F);
2% control con anticuerpo secundario (a-conejo 1:200); 3%, o-CKII (1:10). En el renglén de a-CKII columnas
de Alexa 488 y sobreposicion, las flechas sefialan el &rea de la mitocondria en el espermatozoide. La barra
blanca en la esquina inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 um. Se muestra un experimento representativo
de n=3.

Puesto que CKII esta en el flagelo de los eem, finalmente evaluamos su participacion en la
motilidad exponiendo las células a CX-4945 (inhibidor de CKII). En los experimentos de
motilidad (Figura 10 y 11) pudimos observar una disminucion de la motilidad basal de los
eem a partir de 10 uM y una reduccion de ~ 50% con 40 uM del inhibidor. Lo anterior sugiere

que CKII participa en la motilidad basal de los eem.

36



160-

140} —_
.

> 10
E %
2 T =
E 100 S=
g .
o .

ol — %%

A1 = -
60 | | ; | |
AMA DMSO 5 10 20 40

CX-4945 (uM)

Figura 10. CKII participa en la velocidad basal de los eem de L. pictus. Velocidades promedio registradas
después de exponer a los eem en agua de mar artificial (AMA), conteniendo DMSO al 0.04% (diluyente de
inhibidor) o CX-4945 (inhibidor de CKIl), a las concentraciones de 5, 10, 20 y 40 uM durante 8 min a 14°C.
Se realizo una prueba de ANOVA de una via y posteriormente una prueba post hoc de Tukey, entre las
poblaciones de AMA, DMSO y CX-4945, donde *p < 0.01 y ***p < 0.0001 comparando con AMA, n=3.
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Figura 11. CKII participa en la motilidad de los eem de L. pictus. Porcentajes de motilidad registrados
después de exponer a los eem en agua de mar artificial (AMA), conteniendo DMSO al 0.04% (diluyente de
inhibidor) o CX-4945 (inhibidor de CKIl), a las concentraciones de 5, 10, 20 y 40 uM durante 8 min a 14°C.
Se realizo una prueba de ANOVA de una via y posteriormente una prueba post hoc de Tukey, entre las
poblaciones de AMA, DMSO y CX-4945, donde *p < 0.01 y ***p < 0.0001 comparando con AMA, n=3.

PKB se localiza en flagelos de eem pero no participa en la motilidad

Esta reportado que PKB se inmunolocaliza en el flagelo de espermatozoide de caballo y que
participa en la motilidad del espermatozoide de ratdon (Gallardo et al., 2014; Quan & Liu,
2016). Lo anterior sugiere que PKB podria tener una participacion también en la motilidad
de los eem. Inicialmente realizamos experimentos de Dot Blot y anti-PKB, en distintas
fracciones de los eem. En la Figura 12A podemos observar sefial en el solubilizado total (ST)
de eem de L. pictus a partir de la dilucion del anticuerpo, de 1:125, mientras que en el caso
de las muestras de cabezas y membranas TOP provenientes de S. purpuratus observamos

sefial a partir de la dilucién 1:250.
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Figura 12. PKB est4 en eem de L. pictus y de S. purpuratus. A) Dot blot de solubilizado total (ST) de eem
de L. pictus, y cabezas y membranas TOP de flagelos de eem de S. purpuratus con a-PKB 1:125, 1:250 y 1:500.
El revelado se hizo con a-conejo-HRP diluido1:10,000 (12 columna), mismo que se usa como control de
especificidad. B) Membranas de nitrocelulosa usadas en A, tefiidas con negro de amido como control de carga
de proteina. Se muestra un experimento representativo de n=2.

Debido a que encontramos a PKB en cabeza y en membranas TOP de flagelos de eem,
realizamos experimentos para localizar esta enzima. Mediante experimentos de
inmunofluorescencia encontramos que PKB esta distribuida tanto en mitocondria como a lo

largo del flagelo de los eem (Figura 13).
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Figura 13. PKB se inmunolocaliza en el flagelo y mitocondria de los eem de L. pictus. Imgenes de eem
tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de Hoescht
(Aex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (Aex470 nm; tercera columna) y sobreposicién del campo claro con
fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 172, control de autofluorescencia (Auto-F); 2%, control
con anticuerpo secundario (a-conejo 1:200); 3™, a-PKB (1:10). En el renglon de a-PKB columnas de Alexa 488
y sobreposicion, las flechas sefialan el &rea de la mitocondria en el espermatozoide. La barra blanca en la esquina
inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 um. Se muestra un experimento representativo de n=3.

Posteriormente realizamos experimentos de motilidad en donde observamos que no habia
una diferencia significativa en presencia del inhibidor de PKB, AZD5363 (1, 5, 15y 30 uM).
Dado que este inhibidor tiene una I1Cso de 8 nM, los resultados sugieren que PKB no participa

en la motilidad basal de los eem (Figura 14 y 15).
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Figura 14. PKB no participa en la velocidad basal de los eem de L. pictus. Velocidades promedio registradas
después de poner los eem en agua de mar artificial (AMA), con DMSO al 0.3 % (diluyente de inhibidor) o con
AZD5363 (inhibidor de PKB), a las concentraciones 1, 5, 15y 30 uM durante 8 min a 14°C. Se realizo prueba
paramétrica de ANOVA de 1 via y posteriormente una prueba post hoc de Tukey entre las poblaciones de AMA,
DMSO y AZD5363, n=3.
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Figura 15. PKB no participa en la motilidad de los eem de L. pictus. Porcentajes de motilidad registrados
después de poner los eem en agua de mar artificial (AMA), con DMSO al 0.3 % (diluyente de inhibidor) o con
AZD5363 (inhibidor de PKB), a las concentraciones 1, 5, 15y 30 uM durante 8 min a 14°C. Se realizo prueba

paramétrica de ANOVA de 1 via y posteriormente una prueba post hoc de Tukey entre las poblaciones de AMA,
DMSO y AZD5363, n=3.

PP1 esta en flagelos de eem pero no participa en la motilidad basal

Sabiendo por resultados de andlisis proteémico que PP1 se encuentra en Balsas Lipidicas de
eem de S. purpuratus, decidimos validar su presencia mediante experimentos de Dot Blot
(Beltran, 2019). La figura 16 muestra que hay sefial en las membranas TOP de flagelos de la

especie S. purpuratus a diluciones de 1:125-500, la cual disminuye al aumentar la dilucion.
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Figura 16. PP1 esta en eem de S. purpuratus. A) Dot blot de las muestras de membranas de flagelos TOP de
espermatozoide de S. purpuratus con a-PP1 1:125, 1:250 y 1:500. El revelado se hizo con a-conejo-HRP
diluido1:10,000 (1¢® columna), mismo que se usa como control de especificidad. B) Membranas de
nitrocelulosa usadas en A, tefiidas con negro de amido como control de carga de proteina. Se muestra un
experimento representativo de n=3.

Una vez que observamos mediante experimentos de Dot Blot, que la PP1 esta en los flagelos
de eem de S. purpuratus, procedimos a realizar experimentos de inmunofluorescencia, en los
que observamos que PP1 se encuentra en la mitocondria y flagelo de los espermatozoides
(Figura 17).
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Figura 17. PP1 se inmunolocaliza en el flagelo y mitocondria de los eem de L. pictus. Imdgenes de eem
tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de Hoescht
(hex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (Aex470 nm; tercera columna) y sobreposicién del campo claro con
fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 1%, control de autofluorescencia (Auto-F); 2%, control
con anticuerpo secundario (a-conejo 1:200); 3", a-PP1 (1:10). En el renglon de a-PP1 columnas de Alexa 488
y sobreposicion, las flechas sefialan el area de la mitocondria en el espermatozoide. La barra blanca en la esquina
inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 um. Se muestra un experimento representativo n=3.

Finalmente procedimos a evaluar la participacion de la PP1 en la motilidad en presencia del
inhibidor Caliculina A (31, 100, 316 y 1000 nM), sin embargo, no observamos una diferencia
significativa entre el control y la concentracion més alta utilizada de 1000 nM del inhibidor
mencionado. Es importante aclarar que la 1Cso de la Caliculina A es de 2 nM para PP1, por
lo que los resultados sugieren que PP1 no participa en la motilidad basal de los eem (Figura
18y 19).
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Figura 18. PP1 no participa en la velocidad basal de los eem de L. pictus. Velocidades promedio registradas
después de poner los eem en agua de mar artificial (AMA), con DMSO al 1 % (diluyente del inhibidor) o con
Caliculina A (inhibidor de PP1), a las concentraciones 31, 100, 316 y 1000 nM. Se realizo prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis y posteriormente una prueba post hoc de Conover entre las poblaciones de AMA, DMSO y
Caliculina A, n=3.
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Figura 19. PP1 no participa en la motilidad de los eem de L. pictus. Porcentajes de motilidad registrados
después de poner los eem en agua de mar artificial (AMA), con DMSO al 1 % (diluyente del inhibidor) o con
Caliculina A (inhibidor de PP1), a las concentraciones 31, 100, 316 y 1000 nM. Se realizo prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis y posteriormente una prueba post hoc de Conover entre las poblaciones de AMA, DMSO y
Caliculina A, n=3.

PP2A estd en eem y se localiza en cabeza y flagelo, pero no participa en la motilidad
basal

PP2A fue reportada en balsas lipidicas de flagelos de eem de S. purpuratus (Beltran, 2019)
mediante experimentos de protedmica, asi que hicimos experimentos de Dot Blot para validar
la expresion de esta enzima en dichas células. Los resultados obtenidos mostraron que a partir
de una dilucion 1:250 de a-PP2A observamos sefial en muestras de ST procedente de eem L.
pictus y en muestras de cabezas y membranas MID y TOP de flagelos de espermatozoides

de S. purpuratus (Figura 20).
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Figura 20. PP2A esta en eem de L. pictus y de S. purpuratus. A) Dot blot de solubilizado total (ST) de eem
de L. pyctus, y de cabezas, membranas de flagelos TOP y MID de eem de S. purpuratus. con a-PP2A 1:250,
1:500 y 1:1000. El revelado se hizo con a-conejo-HRP diluido1:10,000 (1% columna), mismo que se usa como
control de especificidad B) Membranas de nitrocelulosa usadas en A, tefiidas con negro de amido como control
de carga de proteina. Se muestra un experimento representativo de n=2.

Debido a la alta distribucion de PP2A en las muestras de eem, decidimos realizar
experimentos de Western Blot. Encontramos que PP2A se mantuvo en muestras de cabeza 'y
flagelo de eem de L. pictus y en membranas MID y TOP de flagelos de eem de S. purpuratus
como en sus respectivos sobrenadantes (Figura 21A), estos resultados sugieren que PP2A
podria participar en la motilidad del eem.
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Figura 21. PP2A esté en flagelos y de S. purpuratus. A) Western blot con a-PP2A 1:500 de flagelos y cabezas
de eem de L. pictus, y de membranas MID, membranas TOP, sobrenadantes de membranas MID (S.MID) y
sobrenadantes de membranas TOP (S.TOP) de flagelos de eem de S. purpuratus, ambos sobrenadantes
obtenidos de una centrifugacion a 200, 000 xg/30 min. Del lado derecho a A se indica el peso molecular de

47



PP2A (36 kDa). B) Membranas usadas en A tefiidas con negro de amido como control de carga de las proteinas
electro-transferidas. Se muestra un experimento representativo de n=2.

Puesto que confirmamos la presencia de PP2A en eem, procedimos a localizarla mediante
experimentos de inmunofluorescencia. La Figura 22 muestra que PP2A esta tanto en

mitocondrias como en flagelos de eem de L. pictus.
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Figura 22. PP2A se inmunolocaliza en el flagelo y mitocondria de los eem de L. pictus. Imagenes de eem
tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de Hoescht
(Aex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (Aex 470 nm; tercera columna) y sobreposicién del campo claro con
fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 172, control de autofluorescencia (Auto-F); 2%, control
con anticuerpo secundario (a-conejo 1:200); 3", a-PP2A (1:25). En el renglén de a-PP1 columnas de Alexa
488 y sobreposicion, las flechas sefialan el &rea de la mitocondria en el espermatozoide. La barra blanca en la
esquina inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 um. Se muestra un experimento representativo n=3.
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Finalmente hicimos experimentos de motilidad en donde incluso con 5 uM del inbibidor de
PP2A, Acido Okadaico (0.05, 1, 2 y 5 uM), el cual tiene una ICso de 1.2 nM, no observamos
una inhibicién. Nuestros resultados sugieren que, PP2A no participa en la motilidad basal de

los espermatozoides de L. pictus (Figura 23 y 24).
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Figura 23. PP2A no participa en la velocidad basal de los eem de L. pictus. Velocidades promedio
registradas después de poner los eem en AMA, con DMSO al 2 % (diluyente del inhibidor) o con &cido okadaico
(inhibidor de PP2A), a las concentraciones 0.5, 1, 2 y 5 uM. Se realizo prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
y posteriormente una prueba post hoc de Conover entre las poblaciones de AMA, DMSO y Acido okadaico,

n=3.
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Figura 24. PP2A no participa en la motilidad de los eem de L. pictus. Porcentajes de motilidad registrados
después de poner los eem en AMA, con DMSO al 2 % (diluyente del inhibidor) o con acido okadaico (inhibidor
de PP2A), a las concentraciones 0.5, 1, 2 y 5 uM. Se realizo prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y
posteriormente una prueba post hoc de Conover entre las poblaciones de AMA, DMSO y Acido okadaico, n=3.

DISCUSION

Como se mencion6 con anterioridad la fosforilacion es un mecanismo importante para que
el eem pueda nadar, encontrarse con el 6vulo homélogo y fecundarlo. La identificacion de
enzimas encargadas de este proceso nos puede brindar informacion sobre su participacion en
otros procesos aun no descritos en este modelo. El hecho de que las cinasas Cdk5, CKII, PKB
y las fosfatasas PP1 y PP2A se encuentren en modelos tan diversos, nos habla de posibles
mecanismos que se han preservado a lo largo de millones de afios. En el caso de Cdk5 se
sabe que se encuentra en solubilizado total del espermatozoide de cerdo (Lackey & Gray,
2015) y que fosforila las fibras densas externas del flagelo del espermatozoide de rata
(Rosales et al., 2004). En este proyecto detectamos a Cdk5 tanto en solubilizas totales como
en cabezas de eem de S. purpuratus (Figura 3) mediante experimentos de Dot Blot, y la
inmunolocalizamos en flagelos de eem de L. pictus (Figura 4), ademas de que demostramos
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que participa en la motilidad basal de los eem. Para complementar estos resultados se deben
de realizar experimentos de Western Blot. Asi mismo se deben realizar experimentos de
motilidad con el inhibidor de cdk5, p21. En el caso de CKIIl pudimos observar que se
encuentra en sobrenadantes de membranas TOP y MID de flagelos (Figura 8) y que se
inmumunolocaliza en las mitocondrias y en los flagelos de los eem de L. pictus (Figura 9),
ademaés de participar en la motilidad basal (Figura 10 y 11). Es importante mencionar que
CKII se regula por PKC (Lee et al., 2016), otra cinasa que también participa en la motilidad
basal del eem (Loza-Huerta et al., 2021). Se sabe que la inhibicion de PKB disminuye la
motilidad del espermatozoide de raton (Quan & Liu, 2016), y que se localiza en la pieza
media del espermatozoide de caballo (Gallardo et al., 2014). De manera similar mediante
experimentos de Dot Blot, encontramos a PKB en muestras de cabezas y membranas TOP de
flagelo, y corroboramos su presencia en los flagelos de los eem mediante experimentos de
inmunofluorescencia (Figura 13). El hecho de encontrar a PKB membranas TOP de flagelo,
y de que tenga a-hélices, sugiere que la cinasa podria ser transmembranal o bien estar unida
covalentemente a la membrana. Ademés, mostramos que el inhibidor de la PKB no tiene
efecto en la motilidad de los eem lo cual sugiere que esta enzima no participa en la motilidad
(Figura 14 y 15). Es importante corroborar estos resultados realizando experimentos
complementarios con MK-2206, otro inhibidor de PKB (Valero et al., 2016). ya que se sabe
que PKB se activa por CKII (Di Maira et al., 2005). En el caso de las fosfatasas PP1 y PP2A
se sabe que se localizan en la pieza media del flagelo del espermatozoide de humano
(Signorelli et al., 2013), nosotros encontramos que PP1 esta en vesiculas de membranas de
flagelo TOP (Figura 16) del flagelo del eem de S. purpuratus y que PP2A esta ampliamente
distribuida en ST, cabezas, flagelos, membranas MID y TOP (Figura 20 y 21) asi como en
sus respectivos sobrenadantes (Figura 21). Aunque ambas fosfatasas las inmunolocalizamos
en mitocondria y en el flagelo del eem (Figura 17 y 22), nuestros resultados utilizando solo
un inhibidor para cada fosfatasa, sugieren que ninguna de ellas participa en la motilidad basal
de los eem (Figura 18-19 y 23-24). Es importante evaluar la participacion de PP1 en la
motilidad de los eem también con otro inhibidor especifico llamado Tautomicina, debido a
gue PP1 posee sitios predichos de fosforilacion por PKA, que también participa en la
regulacién de la motilidad basal del eem (Loza-Huerta et al., 2021). Ademas, nuestros

resultados validan la presencia de PPI en el flagelo identificada a nivel molecular mediante
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analisis protedmico en Balsas Lipidicas derivadas de flagelos aislados de eem (Beltran,
2019). Asi mismo se sabe que PP2A es regulada por CKII (Heriche et al., 1997), por lo que
hay que hacer experimentos de motilidad con otro inhibidor de PP2A llamado Citostatina.
Cabe aclarar que, el hecho de que las enzimas PKB, PP1y PP2A aparentemente no participan
en la motilidad basal de los eem, no descarta la posibilidad de que lo hagan en la motilidad
estimulada como es el caso de la quimiotaxis, la cual es inducida por Speract, el péptido
regulador de la motilidad estimulada (Garcia-Rincon et al., 2016). Como mencionamos en la
introduccion (Tabla 2), las enzimas en las cuales enfocamos este proyecto tienen sitios
predichos de fosforilacion en varias de las proteinas de la cascada de sefializacidn que dispara
la union del Speract a su receptor en el flagelo del eem. Lo anterior indica la importancia de
evaluar la participacion de las cinasas Cdk5, CKII, PKB y de las fosfatasas PP1 y PP2A en

la quimiotaxis de los eem.

CONCLUSIONES

e En este proyecto mediante experimentos de Dot Blot y Western Blot, encontramos
que Cdk5, CKII, PKB, PP1 y PP2A estan en muestras tanto de eem S. purpuratus,
como de L. pictus.

e Cdk5, CKII, PKB, PP1y PP2A se localizan en el flagelo y mitocondria de los eem
de L. pictus.

e CKIIl ademas esté en la region acrosomal.

e Cdk5 y CKIlI participan en el nado basal del eem.

PERSPECTIVAS

o Evaluar la participacion de las cinasas Cdk5 (Inhibidor, p21) y CKII (Inhibidor, W16)

en la motilidad basal de los eem.
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o Determinar la participacion de las enzimas PKB (Inhibidores, AZD5363 y MK-
2206), PP1 (Inhibidores, Caliculina A y Tautomicina) y PP2A (Inhibidores, Acido
Okadaico y Citostatina) tanto en la motilidad basal como en la quimiotaxis de los
eem, con los inhibidores indicados.
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

Cuernavaca, Mor., 05 de diciembre de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis: "Evaluacion de la participacion de las cinasas Cdk5, CKIl, PKB y las
fosfatasas PP1 y PP2A en la motilidad de los espermatozoides de erizo de mar", que
para obtener el grado de Maestria en Medicina Molecular me proporcion6 el alumno
José Daniel Angeles Salazar. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente,
por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de
la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando
ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro
particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Luis Enrique Alberto Cafiedo y Dorantes

C.P. 62350 Tel.: (777)3 29 70 48 andrade@uaem.mx
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

Cuernavaca, Mor., 05 de diciembre de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis: "Evaluacion de la participacion de las cinasas Cdk5, CKIl, PKB y las
fosfatasas PP1 y PP2A en la motilidad de los espermatozoides de erizo de mar", que
para obtener el grado de Maestria en Medicina Molecular me proporcion6 el alumno
José Daniel Angeles Salazar. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente,
por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de
la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando
ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro
particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Mario Ernesto Cruz Muinoz

C.P. 62350 Tel.: (777)3 29 70 48 andrade@uaem.mx
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

Cuernavaca, Mor., 05 de diciembre de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis: "Evaluacion de la participacion de las cinasas Cdk5, CKIl, PKB y las
fosfatasas PP1 y PP2A en la motilidad de los espermatozoides de erizo de mar", que
para obtener el grado de Maestria en Medicina Molecular me proporcion6 el alumno
José Daniel Angeles Salazar. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente,
por lo que de acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de
la UAEM le otorgo el siguiente dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando
ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro
particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

M.C. Yoloxochitl Sanchez Guevara

C.P. 62350 Tel.: (777)3 29 70 48 andrade@uaem.mx
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