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Resum

Les aquaporines (AQPs) son una familia de canals transmembrana que permeten el transport d’aigua
i de petits soluts a través de les membranes cel-lulars. La seva funcio als espermatozoides esta relacionada
amb I’adaptacio als canvis d’osmolaritat i la motilitat espermatica. La capacitacié és un procés que permet
als espermatozoides adquirir la capacitat de fecundar, i es desencadena gracies a la interacci6 amb el tracte
reproductor femeni. L’objectiu d’aquest estudi és determinar el paper de les diferents AQPs durant la
capacitaci¢ espermatica in vitro utilitzant diferents inhibidors. El sulfat de coure (CuSO4), un inhibidor
especific de I’AQP3, només va causar un augment dels nivells intracel-lulars d’espécies reactives
d’oxigen (ROS), fet que suggereix que aquesta proteina no és essencial per la capacitacié. El clorur de
mercuri (HgCl), un inhibidor inespecific de totes les AQPs excepte I’AQP7, va produir un increment del
desordre lipidic de membrana i una disminuci6 de la motilitat espermatica. Finalment, la sulfadiazina de
plata (AgSDZ), un inhibidor inespecific de totes les AQPs, va provocar els mateixos efectes que el HgCl,,
a més d’una alteracio dels nivells de fosforilaci6 de tirosines. Aquests resultats evidencien la importancia
de totes les AQPs en el manteniment de la motilitat i en ’organitzacié dels lipids de membrana durant la
capacitaci6. Caldran futures investigacions per esbrinar els mecanismes d’interaccié de les AQPs amb les
vies de senyalitzaci intracel- lulars que regulen la motilitat i la capacitacid espermatiques.

Abstract

Aquaporins (AQPs) are a family transmembrane channels that allow the transport of water and small
solutes across cell membranes. Their main roles in sperm are related to osmoadaptation and sperm
motility. Capacitation, which is a process that sperm must undergo to achieve fertilizing ability, is
triggered through the interaction with the female environment. This study aimed to elucidate the potential
role of different AQPs during in vitro sperm capacitation using different inhibitors. Cooper sulfate
(CuS0.), a specific inhibitor of AQP3, only caused an increase in intracellular levels of reactive oxygen
species (ROS), which suggested that this protein is not crucial for sperm capacitation. Mercury chloride
(HgCly), an unspecific inhibitor of all AQPs except for AQP7, produced an increase in membrane lipid
disorder and led to a decrease in sperm motility. Finally, silver sulfadiazine (AgSDZ), an unspecific
inhibitor of all AQPs, generated the same effects than HgCl,, but also altered tyrosine phosphorylation
levels. These findings evidence the importance of all AQPs in the maintenance of motility and lipid
membrane organisation during capacitation. Further research aimed to unveil how AQPs modulate the
intracellular signaling pathways regulating sperm capacitation and acrosome reaction is warranted.
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INTRODUCCIO

Les aquaporines (AQPs) son proteines canal que permeten el transport d’aigua i de petits soluts a
través de les membranes cel-lulars, que son de naturalesa amfipatica (revisat per Yeste et al., 2017).
En els mamifers, aquesta familia inclou 13 membres que es classifiquen en funcié de la seva
homologia i permeabilitat: les AQPs ortodoxes només son permeables a [’aigua; les
aquagliceroporines (GLPs) també son permeables al glicerol 1 a petites molecules; i les superAQPs
presenten variacions estructurals respecte els altres grups i son permeables a 1’aigua i al glicerol. A
més, algunes AQPs també son permeables al H,O; (revisat per Ribeiro et al., 2021).

En els espermatozoides de porci s’han identificat I’AQP3, I’ AQP7, ’AQP11 (Prieto-Martinez et
al., 2014, 2015) i I’AQP9 (Vicente-Carrillo et al., 2016). La seva funci6 principal és I’adaptaci6 als
canvis d’osmolaritat per evitar canvis sobtats de volum. Per aixo, les AQPs son especialment
rellevants quan els espermatozoides entren en contacte amb el tracte femeni, que és hipoosmotic
(Chen and Duan, 2011). La capacitat d’osmoadaptacié dels espermatozoides, doncs, condiciona
I’éxit dels esdeveniments post-ejaculacio, com |’activacid de la motilitat espermatica (revisat per
Yeste et al., 2017). El mecanisme de regulacié del volum de les cel-lules a través de les AQPs es
basa en la interacci6é amb canals ionics. Quan es produeix un augment de volum per I’entrada d’aigua
en preséncia d’un medi hipotonic, els canals idnics mecanosensors s’obren, 1 el corrent ionic de
sortida provoca una forga motriu que permet també la sortida d’aigua (Hill and Shachar-Hill, 2015).

La capacitacio és el procés pel qual els espermatozoides adquireixen la capacitat fecundant
després de 1’ejaculaci6. Les concentracions creixents de bicarbonat i calci al llarg del tracte femeni
permeten 1’activacié de la via de la proteina quinasa A (PKA), que incrementa els nivells de
fosforilacié de tirosines. Com a resultat del flux de ions, la membrana s’hiperpolaritza i n’augmenta
la fluidesa, i també s’hiperactiva la motilitat. Finalment, la reacci6 acrosomica es desencadena per
un augment de la concentracié de progesterona (revisat per Puga Molina et al., 2018). Tenint en
compte I’estricta relaci6 entre els corrents ionics i el flux d’aigua a través de les AQPs, aixi com la
importancia del flux de ions durant la capacitacio, és possible que les AQPs tinguin un paper rellevant
durant aquest procés.

Els metalls de transici6 s’han utilitzat com a inhibidors d’ AQPs per I’estudi de la seva funci6 en
diferents tipus cel-lulars (Haddoub et al., 2009). El sulfat de coure (CuSQOs) és un inhibidor de
I’AQP3 que s’uneix de manera especifica a tres residus extracel-lulars d’aquesta proteina. El clorur
de mercuri (HgCl>) és un inhibidor inespecific que modifica covalentment un residu de cisteina
present al porus de la majoria de les AQPs (Hirano et al., 2010) excepte a I’AQP7; per tant, aquesta
AQP és resistent al mercuri (Ishibashi et al., 1997). Finalment, la sulfadiazina de plata (AgSDZ) és
un inhibidor inespecific de totes les AQPs, que probablement bloqueja el canal, ja que la mida del 16
de plata (2.5 A) és practicament igual a la del porus (2.8 A) (Niemietz i Tyerman, 2002).

L’objectiu d’aquest estudi és esbrinar el paper de les diferents AQPs durant la capacitacio
espermatica utilitzant el porci com a model, a través de la seva inhibici6 amb sals de metalls de
transicio.

MATERIAL I METODES

Mostres biologiques. En aquest estudi es van utilitzar un total de 32 mostres de verros Piétrain. Les
fraccions espermatiques de les ejaculacions es van diluir en un diluent comercial (Vitasem LD;
Magapor SL, Saragossa, Espanya), i es van emmagatzemar a 17°C. Les mostres es van combinar
entre elles en grups de quatre, es van repartir en quatre aliquotes diferents, i es van centrifugar.
Després de descartar el medi, els espermatozoides es van resuspendre en medi de capacitacio
(Recuero et al., 2021), els diferents inhibidors es van afegir en funci6 del tractament i les mostres es
van incubar a 38°C i 5% COs. Per tal d’induir la reacci6 acrosomica, es va afegir progesterona (0,01
mg/mL) després de 4 h d’incubacio, i les mostres es van incubar durant una hora més.

72




Inhibidors d’aquaporines. En aquest estudi es van utilitzar tres inhibidors d’AQPs diferents: sulfat
de coure (CuSOs; Sigma Aldrich; Saint Louis, MO, EUA), clorur de mercuri (HgCl,; Sigma Aldrich)
i sulfadiazina de plata (AgSDZ; Sigma Aldrich). Les concentracions finals dels diferents inhibidors
es van determinar a partir d’experiments preliminars basats en estudis previs (Niemietz i Tyerman,
2002; Yeung et al., 2009; Reca et al., 2018): CuSO4 a 100 mM; HgCl> a 20 mM; i AgSDZ a 5 mM.

Avaluacié de la qualitat i funcié espermatiques. En diferents temps d’incubacié (0, 120, 240, 250,
300 min) es van dur a terme analisis de motilitat, citometria de flux i Western Blot.

Motilitat espermatica. La motilitat es va analitzar utilitzant un sistema computeritzat d’analisi
espermatica (CASA) i el programari ISAS (Integrated Sperm Analysis System; Proiser SL, Valéncia,
Espanya). Els espermatozoides es van considerar mobils (TMOT, %) si presentaven una velocitat de
la trajectoria mitjana (VAP, pm/s) superior a 10 pm/s, i mobils progressius (PMOT, %) si I’index de
rectitud (STR, %) era superior al 45%. Per cada mostra, es van avaluar un minim de 1.000
espermatozoides.

Citometria de flux. Les mostres es van marcar amb les combinacions de fluorocroms adients pera
cada parametre i es van incubar a 38°C a la foscor. El citometre Cell Lab Quanta™ SC (Beckman
Coulter; Fullerton; CA, EUA) es va utilitzar per ’analisi de la viabilitat espermatica (SYBR/iodur
de propidi, IP), la integritat de la membrana acrosdmica (PNA/IP), el desordre lipidic de membrana
(merocianina-540, M540), els nivells intracel-lulars d’espécies reactives d’oxigen (ROS)
(H.DCFDA/IP) i de calci (Fluo-3AM/Yo-Pro-1) i el potencial de membrana mitocondrial (JC1),
d’acord amb el protocol de Recuero et al. (2021). Es van analitzar tres repliques de 10.000
espermatozoides per cada tractament i temps.

Western Blot. Els nivells de fosforilacio de tirosines es van evaluar mitjangant Western Blot d’acord
amb el protocol de Recuero et al. (2021). L’anticds primari utilitzat va ser 4G10® Anti-
Phosphotyrosine Antibody [mouse monoclonal cocktail IgG2b; Sigma Aldrich; 1:5,000; (v:v)], i el
secundari, Rabbit anti-mouse conjugated with HRP [ref. P0260; Agilent, Santa Clara, CA, EUA;
1:10,000 (v:v)]. Es van analitzar dues répliques per mostra. Es van quantificar els patrons de bandes
amb el programari Image Studio™ Lite (LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg vor der Hohe,
Alemanya), i les intensitats es van normalitzar utilitzant els valors de proteina total.

Analisi de les dades. Els resultats es van analitzar a través del programari IBM SPSS Statistics 25.0
(Armonk, NY, EUA). La distribucié de les dades i ’homoscedasticitat es van determinar a través
dels tests Shapiro-Wilk i Levene, respectivament. Cada parametre es va analitzar amb un model
lineal mixt. El punt temporal (0, 120, 240, 250, o 300 min) va ser el factor intra-subjecte, els
tractaments (control, CuSOs4, HgCl, 0 AgSDZ) van ser el factor d’efectes fixes (inter-subjecte), i el
grup de mostres (1-8) va ser el d’efectes aleatoris. Les comparacions dos a dos es van avaluar amb
el test post-hoc Sidak, i el nivell de significacio es va establir a P<0,05.

RESULTATS I DISCUSSIO
Efecte de la inhibici6 de les AQPs amb CuSOs sobre la capacitaci6 i la reaccié acrosomica

En preséncia de CuSOs, un inhibidor especific de I’AQP3 (Zelenina ef al., 2004), _!es mostres van
presentar nivells significativament elevats de ROS (P<0,05) durant tota la incubacid gFlgura 1D).
L’AQP3 és una peroxiporina (Miller ef al., 2010) i, per tant, permet el pas (_ie HgO\;‘ Es important
destacar que les ROS tenen un paper clau en ’estimulacié de la capacitacio, pero 1_11veIls massa
elevats poden tenir un efecte inhibidor de la senyalitzacié intracel- lular que hi este‘_t 1mp_]1cada‘(rev1‘sat
per Aitken, 2017). L’abséncia d’efectes en la resta de parametres de qualitat i funcionalitat
espermatica avaluats (Figura 1A-C; Taula 1) indica que ’AQP3 té un paper marginal durant la
capacitacié espermatica i la reacci6 acrosdmica i que, probablement, altres AQPs en poden
compensar la funcio.
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Taula 1. Percentatges de motilitat total, d’espermatozoides vius i d’espermatozoides viables amb
nivells elevats de calci: ratio de fluorescéncia del JC1, que indica la proporcié de mitocondris amb
alt potencial de membrana mitocondrial (PMM); nivells de fosforilacié de tirosines totals i de la
banda de 175 kDa. Dades expressades com a: mitjana + error estandard. Les lletres (a,b) indiquen
diferéncies significatives (P<0,05) dins d’un punt temporal.

Temps Control CuSO4 HgCl, AgSDZ | Control  CuSOq HgCl, AgSDZ
(min) Motilitat total (%) Ratio JClage/JClmon (alt PMM)

0 62712233  62.71+233 6271233  62.71%233 | 1,3420,08  1,34x0,08 1,34£0,08  1,34+0,08
120 35.6043.73* 40.13£3.76° 22.09+2.05° 19.29+2.52° | 1,330,10  1,35+0,11 12740,10  1,22+0,08
240 30.87+3.15 35274377 21014281  13.54+247 | 123£0,09  1,19£0,09  1,12+0,09  1,150,07
250 1624228  17.11£2.70  10.00+1.15  7.67+1.04 | 1,58+0,18  1,37+0,10 1,24+0,10  1,25+0,10
300 16.1122.64  14.96x245  8.09+1.07 765+1.28 | 134+0,06  1,30£0,08 1,18+0,08  1,20+0,08

Viabilitat (%) Nivells totals de fosforilacié de tirosines

0 72.0753.94 72,07£3,94 72,0723,94 7207%3,94 | 3,01x0,40 3,01040  3,01+040  3,01+0,40
120 38494563 533584,84° 36524522° 40904475 | 2,84£0,53 2263026  1,88+0,17  2,58+0,34
240 31354339  42,624434 35924229  42,10£2,50 | 1,66+035  2,50+029  1,66+022  2,74+0,41
250 27308249 31284273 2803231  33,66%1,94 | 1,82+4025  307+046  225+024  6,3843,23
300 2675+1,.83 3043:196  26,70+1,57 32,34+1,82 | 1,72+0,11 4124086  335%0,18  4,99+1,09

Espermatozoides vius amb nivells Nivells de fosforilaci6 de tirosines
elevats de calci (%) - banda 175 kDa

0 12.4922,11  12,49%2,11 1249211  12,49£2,11 | 029+0,11  029:0,11  0,29+0,11  0,29+0,11
120 2923755 18324275 37504747 32,92+6,61 | 0,17+0,04  0,15:0,01  0,12+0,00  0,16x0,03
240 34,71£7,72 21,194531  36,56:926  22,22+535 | 0,10:0,03  0,14+0,02  0,09+0,02  0,17+0,04
250 26,56£5.56  1647+2,56 2625520  18,95+4,69 | 0,110,03* 0,24+0,06*° 0,17£0,03*" 0,44+0,25"
300 28.02£628 19274325  29,156,04 21,35%4,67 | 0,10£0,01  028+0,07  023+0,02  0,30+0,07

Efecte de la inhibicié de les AQPs amb HgCl: sobre la capacitacio i la reaccié acrosomica

El HgCl; és un inhibidor de totes les AQPs excepte I’AQP7 (Ishibashi ez al., 1997; Hirano et al.,
2010). La PMOT de les mostres tractades amb HgCl; va ser significativament menor a la del control
des dels 120 min d’incubaci6é (P<0,05; Figura 1A). Tot i aixo, la TMOT només es va alterar
significativament al cap de 120 min d’incubaci6 (P<0,05; Taula 1). D’altra banda, el tractament amb
HgCl, va causar un major desordre lipidic de membrana des dels 250 min d’incubacié (P<0,05), tot
i que des dels 120 min ja s’observava una clara tendéncia a 1’al¢a (Figura 1B). A partir dels 240 min,
les mostres tractades amb HgCl, també van presentar alteracions de la membrana acrosomica
(P<0,05; Figura 1C). Els nivells intracel-lulars de calci, el potencial de membrana mitocondrial, la
viabilitat i els nivells de fosforilacio de tirosines no van presentar diferéncies amb el grup control.
Els efectes del HgCl sobre la fisiologia espermatica van ser similars als observats en altres especies
com el capri (Kushawaha ef al., 2020, 2021). El bloqueig de les AQPs seria el responsable d’un
increment de volum de 1’espermatozoide, que pot causar alteracions en la integritat de les membranes
espermatiques (plasmatica i acrosomica) i del citoesquelet, que provocarien les alteracions de la
motilitat espermatica.

Efecte de la inhibicié de les AQPs amb AgSDZ sobre la capacitacio i la reaccié acrosomica

La AgSDZ és un inhibidor de totes les AQPs (Niemietz i Tyerman, 2002). Els efectes observats
en preséncia de AgSDZ durant la capacitacié van ser semblants als del HgCl,, amb alteracions en la
TMOT (Taula 1), la PMOT, i la integritat acrosomica (P<0,05; Figura 1A,C). Sorprenentment, el
desordre lipidic de membrana no va augmentar en les mostres tractades amb AgSDZ, tot 1 que es va
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observar una tendéncia a I’al¢a (Figura 1B). Els nivells intracel-lulars de calci, el potencial de
membrana mitocondrial i la viabilitat tampoc es van veure alterats en comparacié amb el grup
control, perd si que es van observar variacions dels nivells de fosforilacié de tirosines en bandes
concretes (com la de 175 kDa) al cap de 250 min d’incubaci6 (P<0,05; Taula 1). La fosforilacié de
tirosines, que €s un dels esdeveniments que es produeixen durant la capacitaci6, és clau per la
hiperactivaci6 de la motilitat espermatica i per la preparaci6 de 1’espermatozoide per la reaccié
acrosomica (revisat per Puga Molina ef al., 2018). Es possible que aquest efecte, que no s’observa
en presencia del HgCl, indiqui que I’AQP7, que és insensible a la inhibicié per mercuri, compensi
parcialment la funci6 de la resta d”’AQPs. Pero en preséncia d’AgSDZ, totes les AQPs estan inhibides
1 no hi ha possibilitat de compensacié funcional.
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Figura 1. (A) Percentatges de motilitat progressiva dins de la poblacié d’espermatozoideslmébils,
(B) d’espermatozoides amb desordre lipidic de membrana dins de la poblaci6 de vius, (C)
d’espermatozoides viables amb alteracié de la membrana acrosomica i (D) d’espen‘r_latozoides amb
nivells elevats de ROS entre els vius. Després de 240 min d’incubaci6, es va afegir progesterona
(fletxa). Dades expressades com a: mitjana =+ error estandard. Les lletres (a-c) indiquen diferéncies
significatives (P<0,05) dins d’un punt temporal.

CONCLUSIO

La rellevancia de les AQPs durant la capacitacié espermatica sembla estar relaciopada amb la
seva funcié osmoreguladora. Tot i que I’AQP3 és clau per la regulaci6 del flux de SOT‘I‘ld:a de HzOz,
la seva inhibici6 no sembla provocar una acumulacié d’aquesta molécula amb efectes toxics a mve_l}
intracel-lular. D’altra banda, les AQPs en conjunt sén importants pel manteniment de la organitzacio
lipidica de la membrana plasmatica. A més, aquestes proteines semblt_en t_enir un paper r;l}?vant en
les vies de senyalitzaci6 intracel-lulars involucrades en la capacitacio, i la seva inhibici6é durant
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aquest esdeveniment té efectes que només sén evidents després de 1’addicié de la progesterona per
desencadenar la reaccié acrosomica.
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