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ABSTRACT 

The sea urchin gametes are excellent models to study the molecular basis of fertilization 

and embryonic development. Studies by several research groups and ours have allowed 

understanding some of the molecular mechanisms that regulate both the physiolo gy of 

sperm and egg and early development of sea urchin.  
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RESUMEN 

Los gametos de erizo de mar son excelentes modelos para estudiar las bases moleculares de 

la fecundación y del desarrollo embrionario. Estudios realizados por varios grupos de 

investigación así como el nuestro han permitido entender algunos de los mecanismos 

moleculares que regulan tanto la fisiología del espermatozoide y del óvulo como el 

desarrollo temprano del erizo de mar.  
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INTRODUCCIÓN  

 La reproducción sexual involucra la recombinación del genoma de dos individuos 

de la misma especie para producir otro con características genéticas similares a sus 

progenitores. Para que la fecundación se lleve a cabo deben participar los dos gametos, el 

masculino o espermatozoide y el femenino u óvulo. Con la unión de ambos células, y la 

consiguiente formación del cigoto, comienza el desarrollo embrionario, sin lugar a dudas 

una de las áreas más fascinantes de la biología reproductiva, con significativas 

implicaciones médicas, sociales y económicas. Si bien los avances en este tema son 

extraordinarios, falta aun mucho por aprender y aplicar el conocimiento adquirido en las 

áreas que competen preferentemente a la salud.  

 Una vez ocurrida la fecundación, el cigoto recién formado ejecuta su programa de 

desarrollo mediante la realización de múltiples procesos celulares, de los cuales poco se 

conocen a nivel molecular (Leguia y Wessel, 2007). El desarrollo embrionario, 

comenzando con la activación del óvulo por el espermatozoide, es controlado por 

elaborados mecanismos de transducción de señales. En la célula, los sistemas de vías de 

señalización están constituidos por diversos elementos que de manera coordinada facilitan 

el flujo de información para la realización de un determinado proceso celular, propio de su 

estado de diferenciación. Tales elementos son, entre otros, receptores en la membrana 

plasmática, proteínas G o GTPasas, efectores como la adenilil ciclasa, fosfolipasa C, 

canales iónicos, fosfotransferasas así como segundos mensajeros, y cambios en el pH 

intracelular (pHi). Para abordar a un nivel básico la comprensión de los mecanismos de 

transducción de señales en el desarrollo embrionario, los gametos de invertebrados marinos 

han constituido modelos muy apropiados. Tal es el caso de los gametos de erizos de mar, 

cuyo empleo para el estudio de diversos temas de la biología básica y de la biología del 

desarrollo impulsó, hace algunos años, la secuenciación de su genoma, particularmente de 

la especie Strongylocentrotus purpuratus (Sodergen y col., 2006). Lo anterior, como era 

previsible, ha tenido un enorme impacto, contribuyendo a responder preguntas 

fundamentales sobre el desarrollo embrionario. Además, es significativo que los embriones 
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de estos organismos exhiben una rigurosa regulación del desarrollo, como sucede en los 

vertebrados. De aquí que el embrión de erizo de mar se considera como un vínculo 

evolutivo entre organismos menos complejos y los vertebrados. También cabe destacar que 

el uso de los gametos de estos organismos obedece a que: i) la unión del óvulo y el 

espermatozoide y el desarrollo se da en el ambiente marino, fuera del cuerpo de la hembra, 

distinto a lo que sucede en organismos superiores; ii) la hembra produce gran cantidad de 

óvulos, contando entonces con adecuadas cantidades de material biológico; iii) de lo que 

hasta ahora se conoce, existen similitudes en los procesos que se efectúan entre los gametos 

de erizos de mar y vertebrados; y iv) es posible realizar experimentos en una sola célula 

(con el óvulo o con el embrión).  

MORFOLOGÍA DEL ESPERMATOZOIDE Y DEL ÓVULO 

 El espermatozoide del erizo de mar es una célula altamente especializada, cuya 

función es la de fecundar al óvulo. Está constituido por dos partes: la cabeza y el flagelo 

(Fig. 1A).  La cabeza, dependiendo de la especie, puede medir entre 2 y 5 µm., contiene un 

núcleo haploide cuya cromatina está altamente condensada y un gránulo acrosomal en la 

región apical de la cabeza, el cual contiene enzimas hidrolíticas que ayudan al 

espermatozoide a atravesar las capas del óvulo (Sardet y Tilney, 1970). El espacio 

periacrosomal, comprendido entre el núcleo y el acrosoma, contiene la actina monomérica 

que durante la reacción acrosomal (RA) se polimeriza para formar el túbulo acrosomal. 

Posee únicamente una mitocondria que proporciona la energía necesaria para el 

movimiento flagelar. En la parte posterior de la cabeza, junto con la mitocondria, se 

localizan dos centríolos, de uno es donde emerge el flagelo. Este último posee un complejo 

axonémico con un arreglo 9+2 de sus microtúbulos que le permite nadar e impulsar al 

espermatozoide hacia el óvulo. En el axonema se localiza la dineína, cuya actividad 

enzimática se regula por el par central de rayos radiales a través de la fosforilación de las 

proteínas, que da por resultado la propagación del doblamiento flagelar (Inaba, 2003); la 

actividad de ATPasa transforma la energía de hidrólisis de ATP en energía mecánica.  

 El óvulo del erizo de mar (Fig. 1B) es una célula de mayor tamaño en comparación 

al espermatozoide, tiene un diámetro de ~100 μm, su estructura es más compleja ya que 
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tiene la maquinaria metabólica necesaria para el desarrollo de un nuevo individuo. El óvulo 

está rodeado de la membrana plasmática (MP) y de dos capas externas, la capa de gelatina 

(CG) y la capa vitelina (CV) formadas por glicoproteínas (SeGall y Lennarz, 1981). La más 

externa es la CG, que mide ~40 μm de grosor y está compuesta de un polímero de fucosa 

sulfatada (FSP, por sus siglas en inglés fucose sulfate polymer) y por una sialoglicoproteína 

(Mourao y col., 2007). El FSP es el responsable de los cambios morfológicos y fisiológicos 

que ocurren en el espermatozoide (Vacquier y Moy, 1997). La CG también contiene 

pequeños péptidos que tienen efectos muy importantes en la fisiología del espermatozoide 

ya que lo preparan y lo guían hacia el óvulo (Beltrán y col., 2007; Darszon y col., 2006, 

2008). 

 La CV se encuentra unida a la superficie externa de la MP. Es una cápsula delgada, 

resistente y elástica que sirve como protección durante el desarrollo embrionario. Contiene 

los receptores glicoproteicos a los que se unen los espermatozoides homólogos. Después de 

la CV, se encuentra la MP, la cual se fusiona con la MP del espermatozoide durante el 

proceso de la fecundación. Por debajo de la MP del óvulo, están los gránulos corticales 

(GC) que se derivan del aparato de Golgi: contienen una mezcla de enzimas, proteínas 

estructurales y materiales coloidales, como mucopolisacáridos sulfatados (Carroll, 1976).  
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Figura 1. Representación esquemática del espermatozoide (A) y del óvulo (B). Se 

muestran las diferentes estructuras celulares que constituyen los gametos del erizo de mar. 

FSP, polímero de fucosa sulfatada. 

FISIOLOGÍA DEL ESPERMATOZOIDE 

Activación de la movilidad 

 Los espermatozoides del erizo de mar son inmóviles mientras se encuentran en las 

gónadas, donde tienen una alta tensión de CO2 que mantiene un pH intracelular de 7.2 

(Beltran y col., 2007; Darszon y col., 2006, 2008). Al ser liberados al agua de mar se 

inducen cambios fisiológicos que se requieren para la activación de la movilidad; la 

liberación de protones al espacio extracelular disminuye la alta tensión de CO2. Asimismo, 

ocurre una alcalinización del pH intracelular 7.5-7.6, activándose una ATPasa que induce 

la movilidad flagelar y el incremento de ADP, que al ser sustrato para la fosforilación 

oxidativa estimula la respiración mitocondrial como respuesta a su elevada concentración 

(Christen y col., 1982). Además, el espermatozoide al entrar en contacto con el speract del 

óvulo, la MP se hiperpolariza por la activación de un canal de K+ que provoca la activación 
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del intercambiador Na+/H+ (NHE), contribuyendo así a la alcalinización del pH intracelular 

(Lee, 1984). 

 Al aproximarse al óvulo el espermatozoide, este se estimula por los factores 

asociados a la CG, los cuales son pequeños péptidos de 10 a 15 aminoácidos (SAP’s, por 

sus siglas en inglés sperm-activating peptides). Los SAP’s causan una activación celular, 

modifican el estado metabólico y la movilidad del espermatozoide dando por resultado los 

efectos quimioatrayentes y quimiocinéticos sobre el espermatozoide, de manera específica 

de la especie de acuerdo al patrón de sulfatación (Viela-Silva y col., 2002). El primer SAP 

que se purificó e identificó estructuralmente es el speract, contenido en la CG del óvulo de 

S. purpuratus y Lytechinus pictus (Darszon y col., 2005, 2006, 2008).  

Reacción Acrosomal 

 La reacción acrosomal (RA) del espermatozoide es un proceso que consta de dos 

eventos fisiológicos, la exocitosis de la vesícula acrosomal y la polimerización de la actina 

monomérica. En la exocitosis del acrosoma se liberan enzimas hidrolíticas que ayudan a 

degradar la CG y la CV para que el espermatozoide pueda tener acceso a la MP del óvulo 

(Vacquier y col., 1995). 

 La polimerización de actina es dependiente del pHi y forma el túbulo acrosomal, el 

cual mide aproximadamente 1 m y es donde se expone la proteína bindin. El speract y el 

sialoglicano contenidos en la CG ayudan a disparar la RA en presencia de pequeñas 

cantidades del FSP, mas no pueden inducirla por sí solos (Hirohashi y Vacquier, 2002).  

 Los polisacáridos sulfatados de los óvulos de algunas especies se han caracterizado 

por inducir específicamente la RA (Alves y col., 1997). La especificidad de la especie de 

esta interacción está determinada por el acoplamiento del polímero glucosídico y el patrón 

de sulfatación de los residuos de azúcar (Hirohashi y Vacquier, 2002). En erizos de mar, el 

ligando que induce la RA es el FSP como se había mencionado previamente (Vacquier y 

Moy, 1997). Segundos después de que el FSP se une a su receptor en el espermatozoide 

(suREJ), una glicoproteína transmembranal de 210 kDa, formada por 1450 aminoácidos 

(Hiroashi y Vacquier, 2002) y localizada a lo largo del flagelo y en la cabeza del 
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espermatozoide (Trimmer y col., 1985), activa diversos transportadores en la MP. Estos 

transportadores facilitan flujos iónicos para que exista un aumento de Na+ y Ca+2 y una 

salida de H+ y K+ (Darszon y col., 2005, 2006, 2008), que producen cambios en el potencial 

de la membrana y la alcalinización del citosol. También se inducen otros cambios 

fisiológicos en el espermatozoide por el FSP como un aumento en la concentración de 

trifosfato de inositol (IP3) y la elevación de la concentración de AMPc como consecuencia 

de la activación de la adenilil ciclasa dependiente de Ca2+ y las transmembranales (Darszon 

y col., 2005, 2006, 2008; Beltrán y cols., 2007b). Asimismo, se estimula una PKA, una 

fosfolipasa D (Darszon y col., 2005, 2006, 2008) y una óxido nítrico sintasa (Kuo y col., 

2000). 

ACTIVACIÓN DEL ÓVULO 

 La fecundación inicia con una serie de eventos que suceden de manera coordinada, 

iniciando con ella el programa de desarrollo del cigoto. Estos eventos, comúnmente 

conocidos como la activación del óvulo, ocurren de manera rápida y transitoria, 

comprometiendo al cigoto recién formado en procesos tales como el rearreglo de su 

citoesqueleto de actina, el reingreso al ciclo celular y en una formidable activación 

metabólica. La activación inmediata del óvulo se ejecuta principalmente por proteínas ya 

existentes en esa célula, cuya localización y actividad se logra mediante recambio y 

modificaciones postraduccionales, particularmente la fosforilación de proteínas mediada 

por cinasas (Roux y col., 2008). 

 En el erizo de mar, y en el de todos los animales hasta ahora estudiados, un aumento 

del Ca2+ citosólico es crucial en la activación del óvulo. La función del Ca2+ es estimular la 

exocitosis de los gránulos corticales, reiniciar el ciclo celular y comenzar la síntesis de 

proteínas y DNA. El Ca2+ se libera de depósitos internos, principalmente del retículo 

endoplásmico, en una acción mediada por el trifosfato de inositol (IP3) (Townley y col., 

2006). El IP3 se une a un receptor en la membrana del retículo endoplásmico (RIP3) 

provocando la liberación del Ca2+ y su propagación como una onda en el citoplasma del 

óvulo; este aumento en el Ca2+ retorna minutos después a sus niveles basales. 

Posteriormente se requieren señales de Ca2+, principalmente cuando el cigoto debe entrar a 
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la mitosis y ejecutar eventos tardíos del desarrollo. Sin embargo, y si bien mucho se ha 

avanzado en este tema, se desconocen las bases de esta dinámica de Ca2+. 

 La onda inicial de Ca2+ dispara la exocitosis de miles de vesículas (gránulos 

corticales) adheridas a la cara interna de la MP. Este proceso tiene como finalidad depositar 

en la superficie celular una batería de enzimas y materiales diversos para transformar la CV 

del óvulo –de naturaleza glicoproteica- en una estructura más resistente que contribuye a 

bloquear la polispermia. Estas vesículas secretoras migran a la región cortical durante la 

etapa final de la oogénesis, después de que se generan en el aparato de Golgi, confiriéndole 

al óvulo la capacidad para ser fecundado sin riesgo de polispermia; otros grupos y el 

nuestro han demostrado que la vía de transducción que regula este tráfico vesicular es 

dependiente del citoesqueleto de actina y proteínas G de la superfamilia de Ras (Covián-

Nares y col., 2004). Además, la exocitosis de los gránulos s irve para depositar proteínas 

específicas en la membrana del cigoto que se ha formado (Rangel-Mata y col., 2007), 

ayudando al recambio de sus componentes de membrana. En la fusión de estas vesículas 

con la MP, el Ca2+ es un mediador importante así como otras proteínas de la familia de las 

SNARE (Wong y col., 2007), aunque el mecanismo es mucho más complejo (López-

Godínez y col., 2003). La función de los gránulos corticales cobra entonces especial 

relevancia en medicina, ya que alteraciones en su ubicación, composición y función es 

causa de infertilidad, incluso en la mujer.  

 Aunado a la exocitosis de los gránulos corticales, la activación del óvulo se 

caracteriza por la reorganización del citoesqueleto de actina de su región cortical (Roux y 

col., 2008) y por un significativo aumento del pHi (Molich y col., 2005). Este último es 

fundamental para iniciar la traducción del RNA mensajero acumulado durante la oogénesis 

(Stitzel y col., 2007), aunque no se sabe cómo ocurre esto. Se ha postulado que el aumento 

en el pHi es debido a la actividad transportadora de un intercambiador Na+/H+ (NHE). En 

células epiteliales de mamíferos, se han descrito al menos 9 isoformas del NHE (NHE1-

NHE9) (Kiela y col., 2006). Estos intercambiadores se relacionan con cambios estructura les 

a nivel de citoesqueleto de actina, interactuando con las proteínas ezrin/radixin/moesin 

(ERM). La fosforilación de estas proteínas por ROCK cinasa (cinasa de la vía de 
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señalización dependiente de RhoGTPasa) resulta en la pérdida de unión entre los filamentos 

de actina, permitiendo la reorganización del citoesqueleto (Schmandke y col., 2007). 

Resultados de nuestro grupo mostraron que un anticuerpo generado contra la isoforma 

NHE3 de conejo cruza con una proteína del óvulo de 82 kDa, lo que ha sugerido la 

expresión de este tipo de intercambiador en el óvulo y durante el desarrollo (Rangel-Mata y 

col., 2007). Sugerimos que el citosqueleto de actina y el NHE3 están conectados 

funcionalmente, ya que inhibidores del primero –como las citocalasinas- afectan 

parcialmente la función de intercambio Na+/H+ del segundo (Rangel-Mata y col., 2007). 

Estudios reciente llevados a cabo en nuestro grupo de trabajo indican la presencia en el 

genoma de erizo de mar de la secuencia de nucleótidos de la isoforma 3 del NHE. Es, por 

tanto, necesario identificar otras isoformas del NHE, caracterizarlas a nivel molecular y 

analizar su expresión a través del desarrollo; postulamos que el NHE (en sus isoformas) 

contribuye en la regulación del pHi durante el desarrollo del cigoto. De nuestros resultados 

y de otros podemos postular que en una etapa muy temprana del desarrollo participa una 

vía de transducción de señales dependiente de Rho.  

 Las GTPasas o proteínas G  de la familia de Rho tienen un papel especial en células 

somáticas al regular procesos dependientes del citoesqueleto de actina, tráfico vesicular, y 

transcripción génica, entre otros (Schmandke y col., 2007). Al haber demostrado la 

expresión y la regulación de procesos claves del desarrollo temprano del cigoto por Rho 

(Cuéllar-Mata y col., 2000; Manzo y col., 2003), consideramos que esta GTPasa opera río 

arriba del citoesqueleto de actina y del NHE. En esta vía, también pudiera participar la 

Rho-cinasa (ROCK); ésta pertenece al grupo de las cinasas de serina y treonina. Se han 

identificado 2 isoformas de ROCK, ROCKI (ROKβ o p160ROCK) y la ROCK II (ROKα o 

Rho cinasa). En mamíferos, la ROCK tiene un peso molecular de alrededor de 160 kDa. 

Estas enzimas consisten de un dominio con actividad de cinasa en el extremo amino 

terminal, una región superenrollada, así como un dominio de unión a Rho (RBD, por sus 

singlas en inglés rho-binding domain) y una región PH (Pleckstrin homology) que a su vez 

contiene una región rica en cisteína (CRD, por sus sigla en inglés cysteine-rich domain). 

Las secuencias de aminoácidos de las dos isoformas de ROCK muestran un 65% de 

identidad y su mayor identidad se localiza en el dominio cinasa con un 92% (Riento y 
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Ridley, 2003). Ambas isoformas son activadas por Rho y segundos mensajeros tales como 

ácido araquidónico y esfingosilfosforilcolina. Las proteínas ROCK fosforilan diversos 

sustratos proteicos como los que regulan el ensamble de los filamentos de actina, la 

fosfatidilinositol-3 cinasa, la cinasa LIMK que fosforila cofilina, la cadena ligera de la 

miosina (CLM) (Uehara y col., 2008), la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina 

(CLMP), las proteínas NHE y canales de Na+ y K+ e inhiben la actividad de canales de Ca2+ 

tipo T (Iftinca, 2007). Todos estos sustratos proteicos presentan secuencias consenso 

R/KXS/T o R/KXXS/T (R, arginina; K, lisina; S, serina; T, treonina; X, cualquier 

aminoácido) en el sitio de fosforilación.  

 Se han sintetizado dos compuestos muy selectivos para bloquear competitivamente 

la actividad catalítica de ROCK: Y-27632 y H-1152 (Shum y col., 2003). Estos son 

permeables y tienen una Ki de 140 nM y 1.6 nM, respectivamente (Riento y Ridley, 2003). 

Nuestros resultados con estos inhibidores muestran que Y-27632 inhibe la alcalinización 

intracelular que se dispara minutos después de la fecundación (Rangel-Mata y col., 2007); 

hemos observado también que el H-1152 bloquea la exocitosis del acrosoma en el 

espermatozoide, proceso que es crucial para la fecundación (De la Sancha y col., 2007). Si 

bien los estudios con estos inhibidores permiten inferir la presencia de ROCK en los 

gametos del erizo de mar, esto se podrá confirmar con la identificación de una región 

codificante en el genoma de erizo de mar y su expresión en el óvulo y cigoto. Por otra 

parte, la identificación y localización de sustratos de ROCK permitirán establecer un 

mecanismo molecular de la vía de transducción de señales Rho/ROCK en eventos cruciales 

de la fecundación. 
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