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Abreviaturas  
 

ACm, adenilil ciclasa transmembranal. 

AMA, agua de mar artificial. 

AMA1Ca, agua de mar artificial con 1 

mM calcio y pH 7. 

AMPc, adenosina monofosfato cíclico. 

AO, Ácido okadaico, inhibidor de PP2A. 

ATP, adenosina trifosfato. 

°C, grado centígrado. 

Ca2+, calcio. 

[Ca2+]i, concentración de calcio 

intracelular. 

CatSper, canal catiónico de calcio 

específico de espermatozoide. 

CaV2.3, canal de calcio dependiente de 

voltaje tipo R. 

Cdk5, cinasa dependiente de ciclina 5. 

CKII, cinasa de caseína tipo II. 

Cl-, cloro 

DAG, diacilglicerol.  

DMSO, dimetilsulfóxido 

DTT, ditiotreitol. 

eem, espermatozoide de erizo de mar. 

Em, potencial de membrana. 

FDEs, fosfodiesterasas. 

GMPc, guanosina monofosfato cíclico. 

HCO3
-, bicarbonato. 

K+, potasio. 

KCl, cloruro de potasio. 

kDa, kilodaltones. 

M, molar. 

ml, mililitro. 

mM, milimolar. 

Na+, Sodio. 

nM, nanomolar. 

pHi, pH intracelular. 

PKA, proteína cinasa dependiente de 

AMPc. 

PKB, proteína cinasa tipo B. 

PKC, proteína cinasa activada por 

fosfatidilserina, DAG y Ca2+. 

PP1, fosfatasa de serina y threonina tipo 

1. 

PP2A, fosfatasa de serina y treonina tipo 

2A. 

sAC, adenilil ciclasa soluble. 

Sp, Strongylocentrotus purpuratus 

SpHCN, canal de sodio activado por 

hiperpolarización y nucleótidos cíclicos 

de Strongylocentrotus purpuratus. 

µl, microlitro. 

µm, micrómetro. 

µM, micromolar.
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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, Ca2+, 

AMPc y fosforilación de proteínas mediada por cinasas tanto dependientes de AMPc (PKA), 

como activadas por diacilglicerol y Ca2+ (PKC). Se sabe que la fosforilación mediada por 

PKA y PKC es importante para el inicio de la motilidad (Tash & Means 2005; Loza-Huerta 

et al., 2021). Mediante análisis proteómico, se encontró que la caseína cinasa II (CKII) y las 

fosfatasas PP1 y PP2A están en balsas lipídicas aisladas de flagelos de eem de 

Strongylocentrotus purpuratus (Beltrán, 2019). Además, un análisis in silico del modelo de 

las proteínas de la cascada de señalización activada por Speract, en el flagelo del eem, predijo 

que hay varios sitios de fosforilación por PKA, PKC, la cinasa dependiente de ciclinas 5 

(Cdk5), CKII y por la proteína cinasa B (PKB) y en el mismo trabajo, se identificó PP1como 

sustrato de PKA.  (Loza-Huerta et., al 2021). Lo anterior sugiere la participación de Cdk5, 

CKII, PKB, PP1 y PP2A en la motilidad del eem. Debido a lo anterior, el objetivo de este 

proyecto fue evaluar la participación de dichas enzimas en la motilidad basal de los eem. 

Inicialmente, mediante experimentos de Dot Blot y Western Blot, encontramos que Cdk5, 

CKII, PKB, PP1 y PP2A están 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 CKII, 

además está en el acrosoma de las células. Finalmente, al evaluar la participación de Cdk5, 

CKII, PKB, PP1 y PP2A en la motilidad de eem de la misma especie, utilizando sus 

inhibidores correspondientes (Roscovitina, CX-4549, AZD5363, Caliculina A y Ácido 

okadaico), encontramos que tanto Cdk5 como CKII participan en la motilidad basal de los 

espermatozoides de erizo de mar. CKII también podría regularse por PKC e indirectamente 

por Ca2+ (Lee et al., 2016).   
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INTRODUCCION 

 

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. La reproducción sexual externa es el método más simple y común de fecundación 

donde el macho y la hembra implicados ni siquiera tienen que encontrarse debido a que la 

hembra solo debe depositar sus óvulos 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 fecundación 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 fecundación y del desarrollo 

embrionario (Alberts et al., 2007).  Los erizos de mar fueron los primeros modelos y los más 
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usados en embriología a los cuales se debe la mayor parte de la información sobre la 

fecundación (Hertwig, 1877; Darszon et al., 2008; Espinal Enríquez et al., 2014; Vacquier et 

al., 2014). Las especies más empleadas son Strongylocentrotus purpuratus, Lytechinus 

variegatus, Lytechinus pictus, Arbacia punctulata, Hemicentrotus pulcherrimus y 

Paracentrotus lividus (Hamdoun et al., 2018). El 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 función fecundar al óvulo. 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 KCl en la cavidad 

intracelómica. El eem se divide en:  cabeza, cuya dimensión es 2 µm de largo la cual contiene 

al acrosoma, el núcleo y una mitocondria, y posee un flagelo con una dimensión de ~0.2x50 

µm (Vacquier, 1986; Vacquier et al., 2014; Darszon et al., 2011).  
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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 sección 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 más 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 propulsión al flagelo (Lindemann & Lesich, 2010), se trata 

de una estructura formada por nueve pares de microtúbulos alrededor de un par central 

(estructura 9+2). Cada par está conectado con su doble vecino mediante la proteína nexina y 

además posee una serie de proyecciones llamadas espinas radiales que actúan como 

espaciadores para posicionarse alrededor del par central de microtúbulos. Los pares de los 

microtúbulos están anclados a la base del flagelo que generalmente termina en la pieza de 

conectora en los espermatozoides de mamíferos. La fuerza que permite a los microtúbulos 

producir el batido flagelar se genera por las dineínas ATPasas que se encuentran 

unidireccionalmente a lo largo del flagelo. Las dineínas de un par interactúan con el siguiente 

doblete, durante el batido flagelar, las de un lado del axonema tienden a doblar el flagelo en 

una dirección y las del lado opuesto doblan el flagelo en la dirección contraria (Brokaw, 

2009). Por lo tanto, el batido flagelar consta de episodios alternos de activación de conjuntos 

de dineínas opuestos, donde cada conjunto se enciende mientras el otro se apaga. El control 

de la activación de los conjuntos de proteínas reside en el axonema mismo (Lindemann & 

Lesich, 2010). La actividad de las dineínas ATPasas se regula por pH, ATP, ADP, Ca2+ y 

fosforilación mediada por la cinasa PKA (Christen et al., 1983; Morisawa, 1994; Mita & 

Nakamura, 1998; Inaba, 2003; Lindemann & Lesich, 2010; García et al., 2016). También se 

ha demostrado que el AMPc es un segundo mensajero esencial en la fisiología 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 mamífero se sabe 

que la sAC es esencial para la regulación 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 gónada permanece inmóvil debido 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) y una alta concentración de K+ extracelular (Christen et 

al., 1986; Hamamah & Gatti, 1998). Posteriormente hay un eflujo rápido de H+, que eleva el 

pHi de 7.2 a 7.6 (Lee et al., 1983). El aumento de pHi activa las dineínas del axonema, las 

cuales son ATPasas dependientes de pH que se activan por alcalinización del pHi de 7.5 a 

8.0 (Christen et al., 1983), una vez que el pH incrementa, las dineínas ATPasas consumirán 

el ATP previamente producido a partir de la oxidación de ácidos grasos en la mitocondria 

(Christen et al., 1986, Trimmers & Vacquier, 1986). La respiración mitocondrial y la 

motilidad de los espermatozoides se encuentran ligadas y reguladas por el pHi el cual depende 

de la composición iónica externa del medio (concentración de sales) (Christen et al., 1982). 

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 altera la asimetría del movimiento flagelar. La alta [Ca2+]i 

inhibe la motilidad flagelar (Brokaw 1979; Tash & Means, 1982). Se ha propuesto que el 

canal CatSper es el responsable de la principal entrada de Ca2+ y participa en la motilidad y 

quimiotaxis (Velázquez-Pérez, 2016; Espinal-Enríquez et al., 2017; Angeles, 2021). Además 

de que el genoma de eem cuenta con 10 subunidades de las 13 identificadas del canal CatSper 

(CatSper1-4, β, γ, δ, ε1 y ε2) (Huang et al., 2023) de las cuales 7 se han identificado por 

análisis proteómico (CatSper1,2,4, β, γ y δ) (Espinal-Enríquez et al., 2017; Beltrán et al., 

2016). En la regulación de la motilidad del eem también participa el AMPc (Vacquier et al., 

2014; Beltrán, 2019), el cual como ya mencionamos es sintetizado por la sAC y las ACm 

(Garbers & Kopf, 1980; Beltrán et al., 2007; Vacquier et al., 2014). Los resultados de 

experimentos de inmunofluorescencia y microscopía de epifluorescencia mostraron 

inicialmente, que la sAC está en los flagelos de los espermatozoides (Bookbinder et al., 

1990), posteriormente mediante microscopía confocal, se mostró que también está en la 

región de la cabeza (Beltrán 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 área del acrosoma en la cabeza, ACm2 en 

cabeza y flagelo, ACm9 en todo el espermatozoide y ACm5 en áreas del acrosoma y 

mitocondria en la cabeza (Beltrán et al., 2007, Vacquier et al., 2014). Existe evidencia de la 

participación de la fosforilación mediada por PKA, y PKC en la motilidad de los eem (White 

et al., 2007; Loza-Huerta et al., 2013). Además, en los eem hay una comunicación cruzada 

entre PKA y PKC involucrada en la regulación de su motilidad (Loza-Huerta et al., 2021). 

El eem posee la característica de batir el flagelo en ondas casi planas dándole una asimetría 

en relación con el eje de la cabeza, confinándolo 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 estático 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 dirección contraria a las manecillas del reloj, el circulo blanco indica la posición 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 fosforilación de proteínas  

 

La fosforilación reversible de proteínas es una modificación postraduccional reconocida 

como el mecanismo principal para el control de eventos intracelulares en células eucariotas, 

y en el espermatozoide donde no se ha demostrado síntesis de proteínas, la fosforilación es 

un mecanismo mucho más importante para regular la función de muchas proteínas (Mizrahi 

& Breitbart, 2014). Las proteínas cinasas son enzimas que dependen de ATP que añaden un 
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grupo fosforilo al grupo –OH de una tirosina, serina o treonina (Tyr, Ser o Thr) en alguna 

proteína. 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 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 proteínas cinasas 

de tirosina (PTK). La reacción de fosforilación suele llevarse a cabo en el citoplasma celular, 

donde el ATP es más 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 proteínas cinasas en el espermatozoide  

 

El espermatozoide cuenta con una considerable cantidad de cinasas clasificadas en diferentes 

grupos: reguladas por nucleótidos cíclicos (AGC) como la PKA, la activada por 

fosfatidilserina, diacilglicerol (DAG) y Ca2+ (PKC), la proteína cinasa B (PKB), las 

dependientes de ciclinas (CMGC) como Cdk5 y únicas como la caseína cinasa II (CKII) 

(Hanks & Hunter, 1995), donde algunas participan en procesos fisiológicos que ayudan a la 

fecundación como la motilidad. La PKA fue la primera cinasa identificada en espermatozoide 

y la más estudiada (Garbers et al., 1973), se encuentra en espermatozoide de humano, ratón, 

porcino y bovino (Visconti et al., 1997; Lefièvre et al., 2002). Está constituida por dos 

subunidades regulatorias (Riα, Riβ, RIIα y RIIβ) y dos subunidades catalíticas (Cα, Cβ, Cγ 

y PrKK) que dependen de la unión de dos moléculas de AMPc a las subunidades regulatorias 

para dejar expuesto los sitios catalíticos (Taylor et al., 2004). Esta enzima incrementa su 

actividad previa a la fosforilación de tirosinas durante el fenómeno de la capacitación 

(Visconti et al., 1997, 1998). Se ha visto que en espermatozoide de bovino regula de manera 

indirecta a la fosfatasa de serina-treonina PP1γ2 que es activada por la proteína cinasa 

activada por PKC, posteriormente la PP1γ2 inhibe indirectamente a la cinasa de 

fosfatidilinositol-3 (PI3K) que produce fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3) que es 

responsable de varios procesos de crecimiento, movimiento, adhesión, síntesis de proteínas 
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y rearreglo del citoesqueleto, reacción acrosomal y activación 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 participación de PKA en la fosforilación del canal 

CatSper en mamífero (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 (α, βI, ΒII y γ), novedosas (η, ɛ, δ y θ) y atípicas (λ, ι y ζ). Según el tipo de 

enzima cada dominio tendrá sitios de unión para diferentes moléculas, los cuales son cuatro 

dominios conservados: C1 (sitio de unión para ésteres de forbol y DAG), C2 (sitio de unión 

para los ácidos grasos y Ca2+), 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 región acrosomal 

del espermatozoide de ratón y carnero (Endo et al, 1991; Breitbar, 1992) en la pieza principal 

del espermatozoide de humano y tanto en humano como en espermatozoide de jabalí y de 

codorniz se sabe que participa en la regulación de la motilidad (Rotem et al., 1990; Matsuzaki 

et al., 2017; Teijeiro et al., 2017). En mamífero, la cinasa PKB tiene tres isoformas (PKBα, 

PKBβ y PKBγ) que comparten un dominio N-terminal homólogo de pleckstrina, un dominio 

catalítico central y un dominio C-terminal hidrofóbico (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 ratón donde participa en la motilidad (Gallardo et al., 2014, 

Quan & Liu et al., 2016). La Cdk5 es una cinasa que se activa por las proteínas p35 y p39 

(Sharma et al., 2020), la cual se ha identificado en espermatozoides de humano, porcino, 

ratón y rata mediante Western Blot (Rosales et al., 2004; Lackey & Gray, 2015). Además, en 

ratón y rata, está descrito que Cdk5 participa en la fosforilación de las fibras densas externas, 

proteínas del citoesqueleto del espermatozoide (Rosales et al., 2004). La cinasa CKII es una 

enzima de serina y treonina con dos subunidades catalíticas (CKIIα y CKIIα’) y dos 

subunidades regulatorias (CKIIβ) y CKIIα’ que parecen participar en la espermatogénesis de 

mamífero (Lou et al., 2008). También se ha encontrado CKIIα y CKIIα’ en la región 

acrosomal y CKIIβ en el flagelo de espermatozoides de ratón (Mannowetz et al., 2010), y 

detectado mediante Western Blot en espermatozoide de humano y porcino (Lackey & Gray, 

2015), así mismo esta cinasa es activada por fosforilación mediante PKC (Lee, et al., 2016), 
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y tiene la capacidad de activar tanto a PKB como a la fosfatasa PP2A (Heriche et al., 1997; 

Di Maira et al., 2005).  

 

-Las proteínas fosfatasas en el espermatozoide  

 

Como se mencionó 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 fosfoproteínas fosfatasas (PPPs) siendo PP1 y PP2A las 

subfamilias encontradas en espermatozoides de diferentes especies. En espermatozoide de 

humano la subunidad PP1γ está 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 PP1γ1 y PP1γ2 se encontraron en espermatozoide de macaco Rhesus, bovino, 

ratón y hámster mientras que en rana solo se encontró PP1γ1 mediante experimentos de 

Western Blot (Smith, et al., 1996, Chakrabarti et al., 2007).  En el caso particular del 

espermatozoide de bovino la supresión de la actividad de PP2A resulto en un incremento de 

la motilidad; de manera similar ocurrió con la inhibición de la subunidad PP1γ2 en ratón 

(Chakrabarti et al., 2007; Dudiki et al., 2015). Además de que la inactivación de PP2A es un 

paso previo a la fosforilación de tirosinas en la capacitación, donde se regula por las cinasas 

CKII y Src (Heriche et al., 1997; Krapf et al., 2009).  

 

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

 

La PKA fue la primera cinasa que se identificó en eem (Garbers & Kopf, 1980; Garbers et 

al., 1980; Lee & Iverson, 1976) y desde esa época se sabe que cuando la concentración de 

AMPc aumenta, la PKA se activa, ciertas proteínas 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 óvulo (Garbers & Kopf, 1980; Garbers, 1989). Se ha propuesto que cambios 

en el estado de fosforilación de las ~250 proteínas 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 Ca2+ (Tash, 1989; Darszon et al., 2008), aunque muy pocas proteínas se han identificado 

a nivel molecular. En eem, la PKA (González-Mora, 2016), las adenilil ciclasas (sAC) 

(Beltrán et al., 2007; Vacquier et al., 2014) y sustratos fosforilados de PKA (pPKAs) 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 δ e ι 

(Loza-Huerta et al., 2021). En la regulación de la motilidad del eem de S. purpuratus está 

involucrada una fosfatasa dependiente de calmodulina (CaM) y de Ca2+ (Tash et al., 1988). 

Además, en nuestro grupo (Beltrán, 2019), mediante análisis proteómico de flagelos de eem 

se identificaron las fosfatasas PP1A (gi|72045279) y PP2A (gi|115675671). Sin embargo, 

falta corroborar la localización de dichas fosfatasas en el eem y si estas participan en la 

motilidad. Dado que la motilidad es un proceso fundamental en la fecundación de los eem, 

que el erizo de mar fue el primer animal en el cual se describió dicha función y donde está 

mejor caracterizada. En este proyecto nos proponemos usar el eem para identificar a algunas 

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

 

Los números en las columnas de las cinasas indican los sitios predichos de fosforilación por PKA y PKC con 

una probabilidad > 0.7. ID: número de identificación. (x): Numero de motivos fosforilados reconocidos como 

sustratos fosforilados α-PKA y α-PKC, respectivamente. Tabla modificada de Loza-Huerta, et al., 2021.  

 

Proteínas de la cascada de señalización disparada por el Speract   

 

La cascada de señalización del Speract, es una vía de señalización 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 activación del canal de K+, 

Tetra-KCNG, permitiendo la salida de este ion y consecuentemente hiperpolarizando el 

potencial de membrana. Esto permite la activación del intercambiador de Na+/H+ específico 

del espermatozoide (sNHE), lo que permite el aumento del pHi. Simultáneamente 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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AMPc a partir de ATP. El aumento de AMPc y de pHi así como la depolarización activan el 

canal de Ca2+ específico del espermatozoide (CatSper) (Ren et al., 2001), que permite un 

aumento de la [Ca2+]i (Chung et al., 2017; Espinal-Enríquez et al., 2017; Seifert et al., 2015). 

Es posible que el aumento de [Ca2+]i active a los canales de Cl- activados por Ca2+ y K+, 

(CaCC y CaCK) para volver a hiperpolarizar el potencial de membrana. Finalmente sabemos 

que el aumento de [Ca2+]i es importante ya que se ha observado que hay un aumento de este 

ion en la respuesta quimiotáctica del eem (Guerrero et al., 2010b). 
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Tabla 2. Sitios predichos de fosforilación por PKA, PKC, PKB, Cdk5 y CKII en 

proteínas que participan en la casada de señalización del Speract 

 

Los números en las columnas de las cinasas indican los sitios predichos de fosforilación por PKA y PKC con 

una probabilidad > 0.7. (x): Numero de motivos fosforilados reconocidos como sustratos fosforilados de PKA 

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

 

Incluso con las considerables diferencias en la ecología reproductiva y las señales de 

activación que caracterizan a los diferentes taxones a los que pertenecen los mamíferos (filo 

Chordata) y los erizos de mar (filo Echinodermata), las vías de señalización que activan la 

motilidad están altamente conservadas en los pocos taxones que se han descrito hasta la fecha 

(Speer et al., 2021).  En los invertebrados marinos, hay alcalinización intracelular que 

estimula a la sAC que produce AMPc (Vacquier et al., 2014), que activa a la PKA que a su 

vez fosforila proteínas flagelares y de la señalización 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 vía conservada parece ser necesaria para la motilidad y la 

fecundación de los espermatozoides en los erizos de mar, ya que los ratones que carecen de 

SLC9C1, 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 análisis in silico, mediante el programa NetPhosK, indica que varias de las 

proteínas que participan en la cascada de señalización del Speract (Guerrero et al., 2020), 

poseen sitios predichos de fosforilación 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 

Cav1.2 (3) y Cav2.3 (2), (Caterall, 2011), y uno por PKB. Cav2.3 también tiene un sitio 

predicho de fosforilación por CKII. Además, CKII tiene sitios predichos de fosforilación en 

la fosfodiesterasa 5 (FDE5), en PKA, en una de las subunidades del canal iónico de Ca2+ 

(CatSper4), en el intercambiador Na+ y Ca2+ dependiente de K+ (NCKX) (Su & Vacquier, 

2002) y en la sAC, la cual tiene también un sitio predicho de fosforilación por PKB. 

Finalmente, la proteína cinasa B (PKB) además de los sitios de fosforilación predichos ya 

mencionados también los hay en el receptor del Speract (RSp), en la FDE5 y en el canal 

tetramérico de K+ regulado por nucleótidos cíclicos (Tetra-KCNG). De hecho, el análisis 

proteómico de eem reveló que el RSp, PKA, CK, las fosfatasas PP1 y PP2A, y la FDE5, son 

sustratos fosforilados por PKA (Loza-Huerta, 2013), y tenemos evidencia de la participación 

de PKA en la quimiotaxis de los eem (Ángeles, 2021), además de que la FDE5 afecta la 

motilidad de los eem (Su & Vacquier 2006). Finalmente, CKIIα (XP_003728583.1) se 
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encontró mediante experimentos de proteómica en balsas lipídicas de flagelos de eem de S. 

purpuratus (Beltrán, datos no publicados). 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La falta de información acerca de los mecanismos que regulan el proceso de motilidad del 

espermatozoide, impide el desarrollo de tecnologías para comprender mejor este fenómeno. 

El modelo del erizo de mar permite una mayor comprensión del fenómeno de la motilidad 

debido a que produce una mayor cantidad de espermatozoides en contraparte con los 

mamíferos. Además, se pueden simular las condiciones ideales de su entorno para probar 

diferentes condiciones experimentales al ser un organismo de fecundación externa. Sabemos 

que la fosforilación de proteínas es un proceso llevado a cabo por cinasas y fosfatasas que es 

importante en el nado del espermatozoide, por lo que la identificación de las cinasas y 

fosfatasas involucradas en la motilidad del espermatozoide de erizo de mar brindará 

información que permitirá avanzar en el entendimiento de los mecanismos que regulan dicho 

proceso. 

 

HIPÓTESIS  

 

Las cinasas PKB, CKII 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, CKII y Cdk5 y las fosfatasas PP1 y PP2A en los 

espermatozoides de erizo de mar. 

2. Evaluar la participación 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 compró 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 compró 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 específicos para las enzimas Cdk5, CKII, PKB, PP1 y PP2A de erizo 

de mar, se seleccionaron anticuerpos (Tabla 4), cuyo epítopo tiene un porcentaje de identidad 

mayor al 80% (Tabla 5) con la secuencia predicha de cada proteína en el genoma de S. 

purpuratus. Como anticuerpo secundario se usó α-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 (Indianápolis, Estados Unidos). Los estándares 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 consiguió de 

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

 

CKII: caseína cinasa II, PKB: proteína 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., 19971; Pierre et al., 20112 ; 

https://www.guidetopharmacology.org/GRAC/LigandDisplayForward?tab=biology&ligandId=77093; Davies 

et al., 20124 ; Ishihara et al., 19895.  

Tabla 4. Características de anticuerpos empleados 

 

Los anticuerpos fueron hechos en conejo, contra los epítopos 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 α-Rabbit IgG. ID: número de identificación; WB: wester blot; IHC: 

inmunohistocitoquímica; IF/ICC: inmunofluorescencia/inmunocitoquímica; ELISA: enzimoinmunoanálisis de 

adsorción. 

 

Tabla 5. Porcentaje de identidad de epítopos de anticuerpos generados contra las 

diferentes enzimas de humano, y las secuencias correspondientes en genomas de S. 

purpuratus y L. pictus 

 

% Ident: Porcentaje de identidad entre la secuencia del epítopo de las enzimas Cdk5, CKII, PKB, PP1 o PP2A 

de humano y la secuencia de la enzima correspondiente en erizo de mar; ID: número de identificación; NA: No 

aplica; *: genomas de las dos especies de erizo de mar, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_015342785.2/ (S. purpuratus) y 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000002235.5/ (L. pictus); **: https://www.uniprot.org/ 
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Obtención de espermatozoides 

 

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

de Marinus) y S. purpuratus (Javier García Pámares. 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 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 almacenaron en tubos Eppendorf en un termo con hielo a 4 ºC durante 2-3 días, a estos 

espermatozoides se les denomina “secos”.  

 

Solubilización de espermatozoides de erizo de mar (eem)  

 

Los eem secos (2.5 µl) se diluyeron en 1.5 ml de en agua de mar artificial (AMA 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) conteniendo1 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 agregó 80 µl de Tris-HCl/HEPES 20 mM con EDTA 25 mM, 

EGTA 2 mM, cOmplete y 20 µl de mezcla digestora 5X (Tris-HCl 20 mM pH 6.8, azul de 

bromofenol 10 µg/ml, SDS 10%, glicerol 50%, β-mercaptoetanol 5%, EDTA 8 mM, EGTA 

2 Mm). Se agitó en vortex durante 20 minutos a 4 °C, y se calentó a 70°C por 20 minutos. 

La mezcla se centrifugó a 10,000 x g/10 min y se recuperó el sobrenadante para separar las 

proteínas en un gel desnaturalizante al 12% considerando que el rango de pesos moleculares 

(PMs) de las proteínas de interés es de 22-54 kDa. 

 

Aislamiento de membranas plasmáticas de eem 

Separación 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 aspiró y se transfirió a otro tubo. El precipitado 

resultante se descartó y se repitió el paso anterior 3 veces para separar celomocitos. El 

sobrenadante se centrifugo a 3000 xg por 5 minutos y se descartó el sobrenadante. El 

precipitado fue resuspendido en 10 ml de AMA1Ca pH 7 en presencia de inhibidores 

(leupeptina 10 µM, pepstatina 1 µM, DTT 1 mM, inhibidor de tripsina 1 mg/ml, aproptinina 

1 µg/ml, EGTA y EDTA 1 mM), y se pasó por aguja de No. 21, 20 veces. El precipitado se 

centrifugo 2000 xg por 5 minutos. El sobrenadante correspondió a los flagelos y el 

precipitado a las cabezas.  

 

Aislamiento de membranas plasmáticas 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 resuspendió en 10 ml de solución hipotónica (Tris 10 mM, NaCl 10 mM, KCl 

10 mM, DTT 0.1 mM, Leupeptina 10 µM y pepstatina 1 µM a pH 8) y se homogeneizó. Se 

colocaron 5 ml de la suspensión anterior sobre 10 ml de una solución colchón de sacarosa 

(Tris 10 mM, sacarosa 40%, CaCl2 1 mM y 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 colchón 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 solución hipotónica, y se centrifugaron a 200,000 xg por 30 minutos. Las 

membranas se resuspendieron con el mínimo volumen de solución hipotónica, se hicieron 

alícuotas de 20 a 40 µl y se guardaron a -70°C. 

 

-Aislamiento de membranas plasmáticas de cabezas de eem  

 

Esto se hizo como está reportado (Darzon et al., 1994) y se describe a continuación. Las 

cabezas precipitadas (ver sección anterior) se resuspendieron en 2 ml de AMA1Ca pH 7, y 

se transfirieron a un tubo conteniendo 1 ml de Affi-Gel (esferas cargadas positivamente que 
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se unen a la membrana plasmática) para incubarlas a 4°C por 15 minutos con agitación suave. 

A continuación, se agregaron por la pared del tubo, 11 ml de heparina (40 U/ml en AMA1Ca 

pH 7) y se mezcló suavemente por 15 minutos para centrifugarse a 484 xg por 5 minutos para 

finalmente descartar el sobrenadante. El precipitado se Re suspendió en 10 ml de solución de 

lisis para centrifugarse a 2000 rpm por 5 minutos. El precipitado se lavó 2 veces con 10 ml 

de solución de lisis sin inhibidores y el precipitado, se transfirió con 1 ml de AMA1Ca pH 7 

a un tubo Corex de 15 ml mantenido en hielo, y se sonicó 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 

tomó el sobrenadante que contiene a los acrosomas y se resuspendieron en el mínimo 

volumen posible (µls) de AMA1Ca pH 7 para alicuotar y guardar a -70°C. 

 

Dot Blot y Western Blot 

 

Estos experimentos se llevaron a cabo según 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 centrifugación a 3500 x g durante 10 minutos a 4°C y se 

resuspendieron en AMA pH 8. Las proteínas 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 cámara 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 inespecíficos de las proteínas 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 iónico 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, α-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 proteínas 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 

radiografía. Para determinar la dilución de anticuerpos a utilizar en experimentos de Western 

Blot, se hicieron experimentos de Dot Blot. Para esto, se colocó 1 µl de muestra solubilizada, 

derivada de eem En una membrana de nitrocelulosa y se dejó 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 α-Cdk5, 

α-CKII, α-PKB, α-PP1 y α-PP2A (1:125, 1:250 y 1:500), atendiendo las recomendaciones 

del proveedor para cada anticuerpo. 

 

Inmunofluorescencia  

 

Este protocolo se llevó a cabo como está montado en el laboratorio para espermatozoides de 

erizo de mar (modificado de Granados-Gonzales et al., 2005 y Velázquez-Pérez, 2016). Se 

diluyeron 5 µl de eem secos en 1.5 ml de AMA 1Ca pH 7 y se realizó un lavado de los eem. 

Se centrifugo el sobrenadante a 1000 xg por 10 minutos a 4°C y el precipitado se diluyó en 

1.5 ml de AMA1Ca pH 7. Posteriormente se pusieron 20 µl 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 cámara húmeda para después fijar con paraformaldehído 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 Tritón-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 α-Cdk5, α-CKII, α-PKB, α-PP1 o α-

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 α-conejo 

(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 añadió 1.5 µl de citifluor 

para evitar el fotoblanqueo. Se posicionó un cubreobjetos encima del portaobjeto, se selló 

con barniz y la muestra se observó mediante microscopia de epifluorescencia a 470 nm que 
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permite obtener una imagen mediante el software CASA (Computer Assisted Sperm 

Analyzer).  

 

Evaluación de la motilidad de los espermatozoides  

 

Todo se hizo como está montado en el laboratorio para espermatozoides de erizo de mar 

(Loza-Huerta, 2007) con algunas modificaciones como se describe a continuación. Los eem 

secos se diluyeron 1:10 en AMA1Ca pH 6.8 y de ahí se tomó 1 µl que se diluyó en 500 µl 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, 75 y 100 µM), el inhibidor de la cinasa CKII, CX-4985 (5, 10, 20 

y 40 µM), el inhibidor de la cinasa PKB, AZD5363 (1, 5, 15 y 30 µM), el inhibidor de la 

fosfatasa PP1, Caliculina A (31, 100, 316 y 1000 nM), el inhibidor de la fosfatasa PP2A, 

Ácido okadaico (0.5, 1, 2 y 5 µM) o con DMSO al 2% (diluyente de CX-4945, AZD5363, 

Caliculina A y Ácido Okadaico) en una cámara de registro circular para microscopio. En esta 

cámara de registro se pusieron cubreobjetos redondos (25 mm de diámetro; marca VWR) que 

fueron pretratados con poli-Hema (No. de 3932 Sigma-Aldrich) a una concentración 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 cámara de registro se enjuagó con 500 µl agua 

destilada 3 a 4 veces y posteriormente con AMA, dependiendo de la condición experimental. 

La cámara 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 incubación con el inhibidor 

correspondiente. Para enfocar y ver los eem se utilizó el objetivo de 40X, con una cámara 

AndoriXon. 

 

Protocolo de captura de imágenes y análisis de trayectorias de espermatozoides de erizo 

de mar 
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Para registrar y analizar las trayectorias de los eem se utilizó el programa Andor iQ2, para 

crear protocolos y obtener archivos en formato .tif. El protocolo está programado para grabar 

un video de 15 segundos dividido en 340 imágenes que se repitió de manera manual pasado 

los 8 minutos de incubación con el inhibidor correspondiente. Mediante el programa ImageJ 

analizamos 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” TrackMate se rastrean las trayectorias de cada uno 

de los espermatozoides y se genera un archivo de Excel (.xls). Posteriormente utilizamos el 

lenguaje de programación R para realizar análisis estadísticos, en el cual se genera un código 

(script) que produce una gráfica con los valores correspondientes de la velocidad de nado de 

las poblaciones de espermatozoides analizados de cada condición. 

 

Análisis estadístico de las trayectorias de los eem 

 

Posteriormente con el mismo script se realizó una prueba de normalidad Shapiro-test sobre 

la distribución de la motilidad medida de cada condición para determinar qué tipo de análisis 

estadístico se debía de llevar a cabo en cada población. Si se trataba de una distribución 

normal (p<0.05) se hacía un análisis paramétrico de ANOVA de una vía, pero en caso 

contrario (p>0.05) se procedió a hacer un análisis estadístico no paramétrico de Kruskal-

Wallis (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 barras de cada una de ellas y 

se validaron las diferencias mediante una prueba de Tukey-test para los resultados obtenidos 

de ANOVA y 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, PP1 y 

PP2A están en eem son comerciales y generados contra proteínas de humano, inicialmente 

realizamos experimentos de Dot Blot para determinar la dilución del anticuerpo a partir de la 

cual se puede detectar la señal correspondiente a alguna de las enzimas. En el caso particular 

de Cdk5 detectamos señal en solubilizado total (ST) de eem de L. pictus y en cabezas de eem 

de S. purpuratus, a partir de la dilución 1:125 (Figura 3). 

 

Figura 3. Cdk5 está 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 α-Cdk5 1:125, 1:250 y 1:500. El revelado se hizo con α-

conejo-HRP diluido1:10,000 (1era columna), mismo que se usa como control de especificidad. B) Membranas 

de nitrocelulosa usadas en A, teñidas con negro de amido como control de carga de proteína. Se muestra un 

experimento representativo de n=2. 

 

Debido a que se confirmó la presencia de Cdk5 en flagelos de espermatozoides de rata 

(Rosales et al., 2004), y que Cdk5 está en ST y de cabezas de eem, consideramos importante 

realizar experimentos de inmunofluorescencia para determinar su distribución. En los 

experimentos de inmunofluorescencia se detectó a Cdk5 en el flagelo y en la mitocondria 

(Figura 4), lo cual podría explicar la señal observada en muestras de ST y cabezas del eem 

de S. purpuratus corroborando que Cdk5 se encuentra en cabeza y flagelo del eem. 



31 
 

 

Figura 4. Cdk5 se inmunolocaliza en la mitocondria y en el flagelo de los eem de L. pictus. Imágenes de 

eem tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de 

Hoescht (λex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (λex 470 nm; tercera columna) y sobreposición del campo 

claro con fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 1ra, control de autofluorescencia (Auto-F); 

2da, control con anticuerpo secundario (α-conejo 1:200); 3ra, α-Cdk5 (1:10). En el renglón de α-Cdk5 columnas 

de Alexa 488 y sobreposición, las flechas señalan el área de la mitocondria en el espermatozoide. La barra 

blanca en la esquina inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 µm. Se muestra un experimento representativo 

de n=3. 

 

Posteriormente evaluamos la participación 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, 75 y 100 µM, y 

observamos una disminución significativa de la motilidad de los eem a partir de una 

concentración 5 µM (Figura 5 y 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 µM 

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 número 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, 75 y 100 µM 

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 número de 

erizos empleados.  

 

CKII está en flagelos de eem y participa en la motilidad basal  

 

Como mencionamos en el resumen, CKII se detectó mediante análisis proteómico en balsas 

lipídicas de flagelos de eem S. purpuratus (Beltrán, 2019), y es una enzima que posee más 

sitios probables de fosforilación en proteínas de la cascada de señalización 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 dilución de 1:125 de α-CKII, se 

detecta la enzima en ST de eem de L. pictus y en cabezas y flagelos de S. purpuratus (Figura 

7).  

 

Figura 7. CKII está 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 α-CKII 1:125, 1:250 y 1:500. El revelado se hizo con 

α-conejo-HRP diluido1:10,000 (1era columna), mismo que se usa como control de especificidad. B) Membranas 

de nitrocelulosa usadas en A, teñidas con negro de amido como control de carga de proteína. Se muestra un 

experimento representativo de n=2.  

 

Una vez determinada la dilución a utilizar del anticuerpo contra CKII, realizamos 

experimento de Western Blot. La Figura 8A muestra que CKII (43 kDa) está tanto en ST (10 

µl) de eem de L. pictus, como en eem de S. purpuratus. En la Figura 8B podemos observar 

la banda correspondiente a CKII en muestras de flagelos completos (5 µl) y en la Figura 8C 

y D, en sobrenadantes de membranas MID y TOP obtenidas por centrifugación a 200,000 

xg/30 minutos. 
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Figura 8. CKII está en los flagelos de eem de L. pictus y de S. purpuratus. Gel de PA-SDS teñido con azul 

de coomassie R250 (lado izquierdo) y Western blot (WB, lado derecho) con α-CKII 1:250 de ST de eem de L. 

pictus (A) y de flagelos de eem S. purpuratus (B). WB (lado izquierdo; con α-CKII 1:250) y membrana teñida 

con negro de amido (lado derecho; control de carga de proteína) 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 está en el eem, 

particularmente en los flagelos. Para ver la localización 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 áreas del acrosoma, la mitocondria y del flagelo (Figura 

9). 
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Figura 9. CKII se inmunolocaliza en el flagelo, acrosoma y mitocondria de los eem de L. pictus. Imágenes 

de eem tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de 

Hoescht (λex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (λex 470 nm; tercera columna) y sobreposición del campo 

claro con fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 1ra, control de autofluorescencia (Auto-F); 

2da, control con anticuerpo secundario (α-conejo 1:200); 3ra, α-CKII (1:10). En el renglón de α-CKII columnas 

de Alexa 488 y sobreposición, las flechas señalan el área de la mitocondria en el espermatozoide. La barra 

blanca en la esquina inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 µm. Se muestra un experimento representativo 

de n=3.  

 

Puesto que CKII está en el flagelo de los eem, finalmente evaluamos su participación en la 

motilidad exponiendo las células a CX-4945 (inhibidor de CKII). En los experimentos de 

motilidad (Figura 10 y 11) pudimos observar una disminución de la motilidad basal de los 

eem a partir de 10 µM y una reducción de ~ 50% con 40 µM del inhibidor. Lo anterior sugiere 

que CKII participa en la motilidad basal de los eem. 
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. 

 

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 CKII), a las concentraciones de 5, 10, 20 y 40 µM durante 8 min a 14°C. 

Se realizo una prueba de ANOVA de una vía 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 CKII), a las concentraciones de 5, 10, 20 y 40 µM durante 8 min a 14°C. 

Se realizo una prueba de ANOVA de una vía 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  

 

Está reportado que PKB se inmunolocaliza en el flagelo de espermatozoide de caballo y que 

participa en la motilidad del espermatozoide de ratón (Gallardo et al., 2014; Quan & Liu, 

2016). Lo anterior sugiere que PKB podría tener una participación 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 señal en el solubilizado total (ST) 

de eem de L. pictus a partir de la dilución del anticuerpo, de 1:125, mientras que en el caso 

de las muestras de cabezas y membranas TOP provenientes de S. purpuratus observamos 

señal a partir de la dilución 1:250. 
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Figura 12. PKB está 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 α-PKB 1:125, 1:250 y 1:500. 

El revelado se hizo con α-conejo-HRP diluido1:10,000 (1era columna), mismo que se usa como control de 

especificidad. B) Membranas de nitrocelulosa usadas en A, teñidas con negro de amido como control de carga 

de proteína. 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 está 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. Imágenes de eem 

tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de Hoescht 

(λex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (λex 470 nm; tercera columna) y sobreposición del campo claro con 

fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 1ra, control de autofluorescencia (Auto-F); 2da, control 

con anticuerpo secundario (α-conejo 1:200); 3ra, α-PKB (1:10). En el renglón de α-PKB columnas de Alexa 488 

y sobreposición, las flechas señalan el área de la mitocondria en el espermatozoide. La barra blanca en la esquina 

inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 µm. Se muestra un experimento representativo de n=3.  

 

Posteriormente realizamos experimentos de motilidad en donde observamos que no había 

una diferencia significativa en presencia del inhibidor de PKB, AZD5363 (1, 5, 15 y 30 µM). 

Dado que este inhibidor tiene una IC50 de 8 nM, los resultados sugieren que PKB no participa 

en la motilidad basal de los eem (Figura 14 y 15). 

 



41 
 

 

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, 15 y 30 µM durante 8 min a 14°C. Se realizo prueba 

paramétrica de ANOVA de 1 vía 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, 15 y 30 µM durante 8 min a 14°C. Se realizo prueba 

paramétrica de ANOVA de 1 vía y posteriormente una prueba post hoc de Tukey entre las poblaciones de AMA, 

DMSO y AZD5363, n=3. 

 

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

 

Sabiendo por resultados de análisis proteómico que PP1 se encuentra en Balsas Lipídicas de 

eem de S. purpuratus, decidimos validar su presencia mediante experimentos de Dot Blot 

(Beltrán, 2019). La figura 16 muestra que hay señal en las membranas TOP de flagelos de la 

especie S. purpuratus a diluciones de 1:125-500, la cual disminuye al aumentar la dilución.  



43 
 

 

Figura 16. PP1 está en eem de S. purpuratus. A) Dot blot de las muestras de membranas de flagelos TOP de 

espermatozoide de S. purpuratus con α-PP1 1:125, 1:250 y 1:500. El revelado se hizo con α-conejo-HRP 

diluido1:10,000 (1era columna), mismo que se usa como control de especificidad. B) Membranas de 

nitrocelulosa usadas en A, teñidas con negro de amido como control de carga de proteína. Se muestra un 

experimento representativo de n=3.  

 

Una vez que observamos mediante experimentos de Dot Blot, que la PP1 está 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. Imágenes de eem 

tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de Hoescht 

(λex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (λex 470 nm; tercera columna) y sobreposición del campo claro con 

fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 1ra, control de autofluorescencia (Auto-F); 2da, control 

con anticuerpo secundario (α-conejo 1:200); 3ra, α-PP1 (1:10). En el renglón de α-PP1 columnas de Alexa 488 

y sobreposición, las flechas señalan el área de la mitocondria en el espermatozoide. La barra blanca en la esquina 

inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 µm. Se muestra un experimento representativo n=3.  

 

Finalmente procedimos a evaluar la participación 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 concentración más alta utilizada de 1000 nM del inhibidor 

mencionado. Es importante aclarar que la IC50 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 

18 y 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 está en eem y se localiza en cabeza y flagelo, pero no participa en la motilidad 

basal 

 

PP2A fue reportada en balsas lipídicas de flagelos de eem de S. purpuratus (Beltrán, 2019) 

mediante experimentos de proteómica, así que hicimos experimentos de Dot Blot para validar 

la expresión de esta enzima en dichas células. Los resultados obtenidos mostraron que a partir 

de una dilución 1:250 de α-PP2A observamos señal 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 está 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 α-PP2A 1:250, 

1:500 y 1:1000. El revelado se hizo con α-conejo-HRP diluido1:10,000 (1era columna), mismo que se usa como 

control de especificidad B) Membranas de nitrocelulosa usadas en A, teñidas con negro de amido como control 

de carga de proteína. Se muestra un experimento representativo de n=2. 

 

Debido a la alta distribución 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 

podría participar en la motilidad del eem.  

 

Figura 21. PP2A está en flagelos y de S. purpuratus. A) Western blot con α-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 centrifugación a 200, 000 xg/30 min. Del lado derecho a A se indica el peso molecular de 
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PP2A (36 kDa). B) Membranas usadas en A teñidas con negro de amido como control de carga de las proteínas 

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 está tanto en 

mitocondrias como en flagelos de eem de L. pictus. 

 

Figura 22. PP2A se inmunolocaliza en el flagelo y mitocondria de los eem de L. pictus. Imágenes de eem 

tomadas mediante microscopia de epifluorescencia. Campo claro (primera columna), fluorescencia de Hoescht 

(λex 350 nm; segunda columna), Alexa 488 (λex 470 nm; tercera columna) y sobreposición del campo claro con 

fluorescencia (cuarta columna). Las filas corresponden a: 1ra, control de autofluorescencia (Auto-F); 2da, control 

con anticuerpo secundario (α-conejo 1:200); 3ra, α-PP2A (1:25). En el renglón de α-PP1 columnas de Alexa 

488 y sobreposición, las flechas señalan el área de la mitocondria en el espermatozoide. La barra blanca en la 

esquina inferior derecha de cada cuadro equivale a 2 µm. Se muestra un experimento representativo n=3.  
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Finalmente hicimos experimentos de motilidad en donde incluso con 5 µM del inbibidor de 

PP2A, Ácido Okadaico (0.05, 1, 2 y 5 µM), el cual tiene una IC50 de 1.2 nM, no observamos 

una inhibición. Nuestros resultados sugieren que, PP2A no participa en la motilidad basal de 

los espermatozoides de L. pictus (Figura 23 y 24).  

 

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 ácido okadaico 

(inhibidor de PP2A), a las concentraciones 0.5, 1, 2 y 5 µM. 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 ácido okadaico (inhibidor 

de PP2A), a las concentraciones 0.5, 1, 2 y 5 µM. 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. 

 

DISCUSIÓN  

  

Como se mencionó con anterioridad la fosforilación es un mecanismo importante para que 

el eem pueda nadar, encontrarse con el óvulo homólogo y fecundarlo. La identificación de 

enzimas encargadas de este proceso nos puede brindar información sobre su participación 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 años. 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), además 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. Así mismo se deben realizar experimentos de 

motilidad con el inhibidor de cdk5, p21. En el caso de CKII 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), 

además 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 inhibición de PKB disminuye la 

motilidad del espermatozoide de ratón (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 α-hélices, sugiere que la cinasa podría ser transmembranal o bien estar unida 

covalentemente a la membrana. Además, 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 está en vesículas de membranas de 

flagelo TOP (Figura 16) del flagelo del eem de S. purpuratus y que PP2A está ampliamente 

distribuida en ST, cabezas, flagelos, membranas MID y TOP (Figura 20 y 21) así 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 participación de PP1 en la 

motilidad de los eem también con otro inhibidor especifico llamado Tautomicina, debido a 

que PP1 posee sitios predichos de fosforilación por PKA, que también participa en la 

regulación de la motilidad basal del eem (Loza-Huerta et al., 2021). Además, nuestros 

resultados validan la presencia de PPI en el flagelo identificada a nivel molecular mediante 
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análisis proteómico en Balsas Lipídicas derivadas de flagelos aislados de eem (Beltrán, 

2019). Así 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, PP1 y 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 (García-Rincón et al., 2016). Como mencionamos en la 

introducción (Tabla 2), las enzimas en las cuales enfocamos este proyecto tienen sitios 

predichos de fosforilación en varias de las proteínas de la cascada de señalización que dispara 

la unión del Speract a su receptor en el flagelo del eem. Lo anterior indica la importancia de 

evaluar la participación de las cinasas Cdk5, CKII, PKB y de las fosfatasas PP1 y PP2A en 

la quimiotaxis de los eem. 

 

CONCLUSIONES 

 

• En este proyecto mediante experimentos de Dot Blot y Western Blot, encontramos 

que Cdk5, CKII, PKB, PP1 y PP2A están en muestras tanto de eem S. purpuratus, 

como de L. pictus. 

• Cdk5, CKII, PKB, PP1 y PP2A se localizan en el flagelo y mitocondria de los eem 

de L. pictus.  

• CKII además está en la región acrosomal. 

• Cdk5 y CKII participan en el nado basal del eem. 

 

PERSPECTIVAS 

 

• Evaluar la participación de las cinasas Cdk5 (Inhibidor, p21) y CKII (Inhibidor, W16) 

en la motilidad basal de los eem. 
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•  Determinar la participación de las enzimas PKB (Inhibidores, AZD5363 y MK-

2206), PP1 (Inhibidores, Caliculina A y Tautomicina) y PP2A (Inhibidores, Ácido 

Okadaico y Citostatina) tanto en la motilidad basal como en la quimiotaxis de los 

eem, con los inhibidores indicados. 
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Cuernavaca, Mor.,  05 de diciembre de 2023. 
 
 
 
 
Dra. Graciela Jiménez Santana 
Encargada de Despacho de la 
Facultad de Medicina 
P r e s e n t e: 
 
 
 
 
Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el 
trabajo de Tesis: "Evaluación de la participación de las cinasas Cdk5, CKII, PKB y las 
fosfatasas PP1 y PP2A en la motilidad de los espermatozoides de erizo de mar", que 
para obtener el grado de Maestría en Medicina Molecular me proporcionó el alumno   
José Daniel Angeles Salazar. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, 
por lo que de acuerdo al artículo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de 
la UAEM le otorgo el siguiente dictamen: 
 
 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 
 
 
Así mismo, le agradezco la invitación a participar en este programa educativo, reiterando 
además mi disposición para seguir colaborando en este tipo de actividades.  Sin otro 
particular por el momento, reciba un cordial saludo. 
 

 
 
 
 

A t e n t a m e n t e 
 
 
 
 

M.C. Yoloxochitl Sánchez Guevara 
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