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Resum

Els gametes de teleostis ovipars s’enfronten a importants reptes osmotics quan s’alliberen al medi extern aquatic.
Descobriments recents en la dorada (Sparus aurata) indiquen que els espermatozoides expressen multiples canals
d’aigua transmembrana (acuaporines) que podrien mitigar I’estrés osmotic associat a 1’activacié de la motilitat
espermatica en 1’aigua marina. Estudis d’inhibicié immunologica han revelat que un d’aquests canals, acuaporina-
laa (Agplaa), facilita el flux de sortida d’aigua durant el xoc hiperosmotic en aigua de mar, lo que porta a un
augment del Ca* intracel-lular que activa la motilitat dels espermatozoides. Al mateix temps, durant I’activacié la
Aqp8bb é&s rapidament fosforilada i translocada a la mitocondria, on actua com una peroxiporina facilitant el flux
de sortida d’especies reactives d’oxigen (ROS), com ara €l H,0,, i la produccié d’ATP per alimentar la motilitat
flagel-lar. Mitjangant 1’ds d’un repertori d’inhibidors de diferents vies de senyalitzaci6 intracel-lular hem trobat
que el transport mitocondrial de Aqp8bb és regulat per la proteina quinasa C activada per Ca?* aixi com per la via
de la quinasa c-Jun N-terminal induida per ROS. Aquestes observacions revelen 1’accié coordinada tant de les
acuaporines com de diferents vies de senyalitzaci6 durant I’activacié de la motilitat dels espermatozoides de tele-
ostis marins, i proporcionen nous coneixements sobre els mecanismes moleculars subjacents a la fertilitat mascu-
lina.

Paraules clau: acuaporina, calci, mitocondria, motilitat, espermatozoide, teleosti, trafic intracel-lular, ROS.

Abstract

The gametes of oviparous teleosts face tremendous osmotic challenges when released into the external aquatic
environment. Recent findings in the marine teleost gilthead seabream (Sparus aurata) indicate that multiple trans-
membrane water channels (aquaporins) are expressed in spermatozoa which might mitigate the osmotic stress
occurring during the activation of motility in seawater (SW). Immunological inhibition studies have revealed that
one of these channels, aquaporin-laa (Agplaa), facilitates the water efflux during the hyperosmotic shock in SW
and the further rise of intracellular Ca**, which activates sperm motility. In contrast, upon activation Aqp8bb is
rapidly phosphorylated and translocated to the mitochondrion, where it acts as a peroxiporin facilitating the efflux
of reactive oxygen species (ROS), such as H,0,, and the production of ATP to power flagellar motility. Using a
repertoire of inhibitors for different transduction pathways we find that Aqp8bb mitochondrial transport is conco-
mitantly regulated by Ca*"-activated protein kinase C as well as by ROS-induced c-Jun N-terminal kinase signa-
ling. These findings uncover the coordinated action of aquaporins and signaling pathways during sperm motility
activation in marine teleosts, and provide novel insight into the molecular mechanisms underlying male fertility.
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INTRODUCCIO

minerals sén compensades pel control coordinat dels
organs osmoreguladors que faciliten I’absorci6 o excre-

Els peixos teleostis que habiten en ambients marins i
d’aigua dolga estan constantment exposats a gradients
osmotics oposats que condueixen respectivament a
I’afluéncia passiva o flux de sortida d’aigua i el flux de
sortida o entrada d’ions. Aquestes pertorbacions hidro-

ci6 d’aigua i minerals per tal de mantenir I’equilibri ho-
meosmotic (Marshall i Grosell 2006). Aquesta situacio,
pero, €s extremadament dificil per als gametes i embri-
ons de teleostis ovipars alliberats al medi, ja que aquests
estan desproveits dels Organs juvenils i adults per el
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control hidric i i0nic. Per tant, sembla probable que en
els organs reproductius i cel-lules germinals d’aquests
peixos hagin evolucionat adaptacions moleculars per tal
de fer front als reptes osmotics externs, i d’aquesta ma-
nera mantenir la capacitat dels gametes per formar un
zigot que desenvolupara embrions i larves normals.

En els ultims anys, evidéncies creixents indiquen el
paper dels canals d’aigua transmembrana (acuaporines)
per el transport de fluid transepitelial en els organs de
osmoregulacié de peixos, com ara les branquies, intesti
o rony6 (Cerda i Finn 2010; Madsen et al 2015). En te-
leostis marins també s’ha demostrat que les acuaporines
exerceixen papers importants en els gametes masculins
i femenins. Aquesta investigacié esta revelant mecanis-
mes inesperats 1 altament especifics de regulacié d’acu-
aporines en cel-lules germinals, aixi com la funci6 d’al-
guns d’aquests canals més enlla del transport d’aigua.
En aquesta petita revisi¢ resumirem alguns d’aquests
nous descobriments en el espermatozoide de teleostis
marins.

ACTIVACIO DE LA MOTILITAT DELS ESPER-
MATOZOIDES DE PEIXOS MARINS

Els espermatozoides de teleostis es mantenen en repos
en el testicle i conductes eferents, i 1’activacié de la mo-
tilitat solament es induida pel medi aquatic en el que el
esperma €s ejaculat. En teleostis marins la motilitat dels
espermatozoides s’activa pel xoc osmotic causat per
I’exposicié a I’aigua de mar. Aquest xoc hiperosmotic
augmenta la concentraci6 intracel-lular de Ca** ([Ca*]
1), que activa directament la maquinaria del axonema, o
mitjancant la fosforilacié/desfosforilacié de proteines
de components estructurals del axonema depenent de
Ca*/calmodulina o AMP ciclic (Zilli et al. 2012). En
algunes especies, I’augment de Ca* intracel-lular pot
ocorrer com a conseqiiencia del transport de Ca** través
de la membrana plasmatica, tot i que fins a la data no-
més un intercanviador invers Na*/Ca’>* s’ha pogut de-
mostrar en alguna especie (Cerda et al., 2017). En altres
casos, I’augment de [Ca*]i pot ser el resultat de 1’esti-
mulacié de canals activats per estirament (SACs, del
angles stretch-activated channels) en resposta a canvis
osmotics 0 mecanics, o ser causat per I’alliberament de
Ca?* intracel-lular (Zilli et al., 2012). No obstant aixo,
els mecanismes osmotics de membrana i iOnics, aixi
com les vies de transduccié de senyals per 1’activacio i
manteniment de la motilitat flagel-lar en espermatozoi-
des marins sén molt desconeguts. Aquest escenari es
complica encara més pel fet que els mecanismes d’ini-
ciaci6 de la motilitat dels espermatozoides en teleostis
marins s6n en molts casos especific de I’especie (Zilli et
al. 2012).

LOCALITZACIO DE LES ACUAPORINES EN EL
ESPERMATOZOIDE DE PEIXOS

La resposta osmotica dels espermatozoides de teleostis
marins després de 1’exposicié a ’aigua de mar s’ha es-
timat que es dona en qiiestié de millisegons (Cosson et
al. 2008). Aquest rapid mecanisme suggereix la presen-
cia de acuaporines en la membrana plasmatica de I’es-
permatozoide, i aix{ facilitar un rapid flux de sortida
d’aigua seguint el gradient osmotic. En conseqiiéncia,
en diferents especies marines s’ha observat que el mer-
curi (tipic inhibidor de acuaporines), en dosis que no
tenen cap efecte sobre 1’aparell axonemal dels esperma-
tozoides, pot reduir la motilitat de I’esperma (Cosson et
al., 2008). En alguns teleostis d’aigua dolca, el mercuri
també pot afectar 1a motilitat de I’esperma, pero en d’al-
tres, tot i que el HECl, redueix la durada de la motilitat
de manera dependent de la dosi, la baixa permeabilitat
de la membrana plasmatica dels espermatozoides sug-
gereix 1’abseéncia de acuaporines (Boj et al., 2015b). En
els teleostis d’aigua dolga, cap estudi ha proporcionat
evidencies directes de la presencia de les acuaporines
en els espermatozoides, i per tant el paper d’aquests ca-
nals en I’activaci6 dels espermatozoides d’aquestes es-
pecies €s incerta.
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Figura 1. Localitzaci6 de acuaporines en espermatozoides
activats de dorada establerta mitjancant microscopia d’immu-
nofluoresceéncia amb anticossos especifics. H, head (cap);
Mc, mitocondria; Mp, midpiece (regi6 mitja); T, tail (cua); Ep,
end piece (regi6 final).

En la dorada (Sparus aurata) experiments de immu-
nofluorescéncia mitjancant anticossos especifics han
demostrat la presencia de multiples acuaporines en el
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espermatozoide (Chauvigné et al., 2013; Boj et al.,
2015a) (Figura 1). Aixi, en els espermatozoides ejacu-
lats immobils la Aqplaa i -7 es troben en el flagell i el
cap, respectivament, mentre que la Aqplab, -8bbi-10b
estan en el cap i la cua anterior. Durant I’activacio la
Agplab i -10b s’acumulen en la membrana plasmatica
del cap i la cua anterior, i la Aqp8bb és rapidament fos-
forilada i transportada al inic mitocondri del esperma-
tozoide, mentre que la Agqplaa i -7 romanen sense can-
vis. Aquesta redistribuci6 suggereix que les acuaporines
podrien exercir diferents papers en el transport d’aigua
1 soluts durant la iniciaci6 i/o el manteniment de la mo-
tilitat dels espermatozoides.

PAPER DE LA AQP1AA DURANT L’ACTIVACIO
DELS ESPERMATOZOIDES

En I’espermatozoide ejaculat de dorada, la Aqplaa es
distribueix al llarg de tot el flagell, i aquesta localitzaci
es manté sense canvis després de 1’activacié en aigua de
mar. La persistencia de la Aqplaa en el flagell pot im-
plicar una necessitat immediata d’aquest canal d’aigua
per a I’activaci6 de la motilitat. D’acord amb aquesta
hipotesi, s’ha observat que I’exposicié dels espermato-
zoides de dorada al mercuri suprimeix completament la
motilitat, i aquesta inhibici6 pot ser revertida per I’agent
reductor B-mercaptoetanol (Zilli et al. 2009). El possi-
ble paper de la Agplaa en la activacié de la motilitat ha
estat re-avaluat recentment mitjancant anticossos espe-
cifics per la Aqplaa de dorada purificats per afinitat,
que poden bloquejar la conductancia de la Agplaa a
I’aigua en oocits de granota (Boj et al., 2015a). Aquests
experiments han demostrat que la inhibicié immunolo-
gica de la Agplaa indueix una forta disminucié de la
motilitat, la progressié i el moviment flagel-lar dels es-
permatozoides, el que refor¢a la idea que la Agplaa és
essencial per iniciar la motilitat.

En teleostis marins, la activacid de canals de Ca** o
K* pot no ser necessaria per a la iniciacié de la motilitat
flagel-lar, ja que els espermatozoides poden ser activats
en solucions no ionics, i s’ha vist que diversos inhibi-
dors de canals i0nics no tenen cap efecte sobre la moti-
litat (Zilli et al 2008; Boj et al 2015b). En la dorada es
creu que I’augment de [Ca®*]i en els espermatozoides
durant I’activaci6 és el resultat del increment de la con-
centracid citosolica a causa del flux de sortida massiva
d’aigua després del xoc hiperosmotic i/o per 1’allibera-
ment de Ca* intracel-lular (Zilli et al. 2012; Boj et al.,
2015b). En preséncia del anticos contra la Aqplaa s’in-
hibeix I’elevacié del [Ca®]i, i aquest efecte s’inverteix
per I’exposicié dels espermatozoides a un ionofor de
Ca’ (A23187) que restaura els nivells de [Ca*]i i la
motilitat (Figura 2). Per tant, aquestes dades proporcio-

nen més suport per al model actual d’activaci6 dels es-
permatozoides de dorada, on el rapid flux de sortida
d’aigua a través de la Agplaa en resposta al xoc osmotic
eleva el [Ca’*]i que activa el moviment flagel-lar (Boj et
al., 2015b).
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Figura 2. Determinacié de Ca** intracel-lular (A) i la motilitat
(B) en espermatozoides immobils i activats en presencia o ab-
sencia d’un anticods contra Aqplaa (Agplaa-Ab) i/o el ionofor
A231187. NAM (del angles, non-activating medium); SW
(del angles, seawater). **, P<0,01, respecte als espermatozoi-
des en NAM o com s’indica amb paréntesi quadrat. Les dades
son de Boj et al. (2015a).

LA AQPSBB I LA BIOENERGETICA DE LA MO-
TILITAT FLAGEL-LAR

Durant I’activaci6 dels espermatozoides de la dorada la
Aqp8bb, que es troba previament al llarg del flagell an-
terior i en vesicules que envolten el nucli, €s rapidament
(és a dir, en menys d’un segon després de ’activacio)
fosforilada i s’insereix en la membrana interna del tnic
mitocondri del espermatozoide (Chauvigné er al.,
2015). Molts paralogs d’acuaporina, incloent la Aqp8bb
de la dorada, poden transportar especies d’oxigen reac-
tives (ROS, del angles reactive oxygen species) com ara
el peroxid d’hidrogen (H,0,), a més d’aigua (Cerda et
al., 2017). Com la fosforilacié oxidativa mitocondrial
sembla ser una important font d’ATP en els espermato-
zoides de peix durant la fase de la motilitat (Boj et al.,
2015b), es possible que el H,O, produit com un subpro-
ducte durant la fosforilaci6 oxidativa, aixi com el que
s’acumula a la mitocondria a causa del estres hiperos-
motic, podrien ser transportats fora d’aquest comparti-
ment a través de I’ Aqp8bb. Per comprovar aquesta hi-
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potesi, es va fer servir un anticos purificat per afinitat
especific per I’ Aqp8bb de dorada que bloqueja el trans-
port intracel-lular del canal en els espermatozoides,
possiblement a través de la inhibicid esterica del meca-
nisme de transit, aixi com la seva permeabilitat un cop
inserit en la mitocondria. Quan el transit mitocondrial i
Iactivitat de 1’Aqp8bb es bloquegen immunologica-
ment en espermatozoides activats, els nivells de H,O,
s’acumulen en el mitocondri, el que condueix a la des-
polaritzacié de la membrana mitocondrial, la reduccié
de la producci6é d’ATP i la rapida detenci6 de la motili-
tat de I’esperma (Figura 3). Aquesta inhibici6 es rever-
teix completament en presencia d’un antioxidant mito-
condrial.

El descobriment de la funcié fisiologica de I’ Aqp8bb
en I’espermatozoide de dorada revela la funcié d’aquest
canal més enlla del transport d’aigua. Aix{i, en esperma-
tozoides activats I’ Aqp8bb opera com una peroxiporina
mitocondrial per permetre el flux de sortida de H,O,
acumulat, mantenint d’aquesta manera el potencial de
la membrana mitocondrial i la produccié d’ ATP neces-
sari per al manteniment de la motilitat (Chauvigné et
al., 2015). Aixo indica per tant que la Aqp8bb mitocon-
drial possiblement juga un paper essencial per millorar
Iestres oxidatiu per ROS en els espermatozoides acti-
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vats i aix{ preservar la motilitat en condicions hipertoni-
ques. Recentment s’ha observat que un ortoleg de la
AQP8 també s’acumula en la mitocondria dels esper-
matozoides activats del salmé de 1’ Atlantic (Salmo sa-
lar) (Chauvigné et al., dades no publicades), el que sug-
gereix que el mecanisme de desintoxicacié per AQP8 en
els espermatozoides dels teleostis pot haver evolucionat
com un avantatge selectiu per augmentar la competen-
cia espermatica (Chauvigné et al. 2015).

REGULACIO COORDINADA DE LES ACUAPO-
RINES

Les vies de senyalitzacié i mecanismes intracel-lulars
que regulen el transit de I’ Aqp8bb al mitocondri durant
I’activaci6 dels espermatozoides de peixos sén desco-
neguts. En la dorada, perd, s’ha trobat que la inhibicid
de la funci6 de 1’Agplaa redueix l’acumulacié de
I’ Agp8bb en el mitocondri, i aquest efecte pot ser rever-
tit amb el ionofor de Ca’* A23187 (Boj et al. 2015a).
Aquestes observacions suggereixen el paper coordinat
de I’Agplaa i -8bb durant I’activacié dels espermato-
zoides de dorada (Figura 4). En aquest model 1I’augment
de [Ca’]i facilitat per I’Agplaa exerceix un doble pa-
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Figura 3. (A) Transport de H,O, en mitocondries aillades en preséncia de 0,5% de DMSO, 0,3 uM IgG (control) o anticds con-
tra Aqp8bb (Aqp8b-Ab), o 10 uM mercuri. El insert mostra un immunoblot per Aqp8bb de les mitocondries de espermatozoides
immobils i mobils, on s’indiquen els monomers Aqp8bb fosforilats (p-Aqp8bb) i desfosforilats. La Prohibitina b (Phb) es va
utilitzar com a control. **, P<0,01, respecte a les mitocondries de espermatozoides en NAM, o respecte a mitocondries tractades
amb DMSO o IgG (en parentesis quadrats). (B) Western blot que mostra la inhibicié de la acumulacié de Aqp8bb en la mitocon-
dria de espermatozoides tractats amb IgG o Aqp8bb-Ab, usant la proteina de xoc termic 60 (Hsp60) com a control. *, P<0,05.
(C-E) Nivells de H,0, (C) ATP (D) i motilitat (E) de espermatozoides activats en presencia de IgG o Aqp8bb-Ab i del antioxi-
dant mitocondrial MitoTempo (MitoT). *, P<0,05; **, P<0,01, respecte als espermatozoides tractats amb IgG, o com s’indica

en parentesi.
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per, mitjancant I’activaci6 de la motilitat flagel-lar a tra-
vés de I’estimulacié de I’axonema aixi com el mecanis-
me de desintoxicacié mitocondrial per Aqp8bb.

Recentment les vies moleculars implicades en el
control del transport de I’ Aqp8bb al mitocondri han co-
mengat a ser investigades. En estudis inicials s’ha inves-
tigat el possible paper de proteines quinases activades
per mitogens (MAPK) que responen a estimuls d’estres
en el control del transport de Aqp8bb a la mitocondria.
Utilitzant diferents inhibidors i activadors de la quinasa
c-Jun N-terminal (JNK), p38 MAPK i glicogen sintasa
quinasa 3 (GSK3) hem vist que les vies de senyalitzacié
de la JNK i GSK3 poden controlar el transport mitocon-
drial de la Aqp8bb (Figura 5). Aixi mateix hem detectat
que la incubacié de espermatozoides no activats amb el
ionofor de Ca?* A23187 en preséncia de Ca®* extern pot
induir la fosforilacié de I’Aqp8bb i la seva acumulacié
en la mitocondria, un procés que es pot prevenir amb un
inhibidor de la proteina quinasa C (PKC). A més, hem
observat que tant la incubacié d’espermatozoides im-
mobils amb generadors de ROS in vitro, com I’activacié
dels espermatozoides en aigua de mar en presencia d’un
quelant de Ca®*, promouen el transport mitocondrial de
I’ Agp8bb. Aix0 suggereix que els nivells intracel-lulars
de Ca® i ROS, s6n senyals primaries independents que
regulen el mecanisme de desintoxicacié per Aqp8bb,
possiblement a través de les vies de la PKC/GSK3 i
INK, respectivament.

Figura 4. Model de la funcié coordinada de I’Aqplaa i -8bb
durant I’activacié de la motilitat dels espermatozoides. El xoc
hiperosmotic desencadena el flux de sortida d’aigua a través
de I’Agplaa flagel-lar, que provoca una reduccié del volum
cel-lular i I’augment de [Ca**]i. Aixd pot conduir a I’activacié
de I’adenilat ciclasa de la membrana i soluble (mAC i sAc,

respectivament) i de la ruta de senyalitzacié6 d’AMPc/PKA
(que activa la fosforilacié de les proteines del axonema i la
motilitat). El- nivells de Ca*, a través d’una via encara desco-
neguda, poden també induir la rapida fosforilacié de I’ Aqp8bb
iel seu transport al mitocondri. L’ Aqp8bb inserida en la mem-
brana interna mitocondrial pot permetre el flux de sortida de
peroxid d’aquest compartiment per evitar el dany oxidatiu
durant la sintesi d’ATP, i mantenir aixi la motilitat.
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Figura 5. Efecte de moduladors de la ruta de MAPK en la
translocacié de Aqp8bb a la mitocondria dels espermatozoi-
des. (A-B) En medi no activant, la traslocacié de Aqp8bb és
potenciada per un activador de la JNK (anisomicina; ANS), i
en menor mesura per un activador de la PKC (PMA), i per un
inhibidor de la PKB (MK2206) que activa la GSK3. L’acumu-
lacié de Agqp8bb en les mitocondries induida amb ANS es re-
dueix amb inhibidors de la PKC (BIM-II) i GSK3
(CHIR99021). (C-D) Durant I’activacio, els inhibidors de
JNK (SP600125), PKC i GSK3 bloquegen el transit de
I’ Aqp8bb a la mitocondria, mentre que, els inhibidors de PKA
(H89) i p38 MAPK (SB2020190 i BIRB796) no tenen efecte.

CONCLUSIONS

Les dades actuals demostren que les acuaporines de tele-
ostis marins han evolucionat per exercir multiples funci-
ons fisiologiques en les cel-lules germinals masculines.
Aix0 inclou la insercié de canals Aqplaa a la membrana
flagel-lar del espermatozoide per activar la motilitat, aix{
com la especialitzacié de 1’Aqp8bb per funcionar com
un canal de H,O, mitocondrial en espermatozoides acti-
vats. Aquests descobriments representen importants
avencgos en la nostra comprensié de les funcions de les
acuaporines en les cel-lules germinals de teleostis. No
obstant aix0, les dades actuals es limiten principalment a
una sola especie de teleosti mari, com la dorada, i no es
coneix per tant si les acuaporines poden tenir una funcié
fisiologica en altres llinatges de peixos. A més, la funci6
d’altres paralogs d’acuaporines presents en el esperma-
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tozoide de la dorada, com les Agplab, -7 i -10b, encara
no s’ha dilucidat. Finalment, els mecanismes moleculars
que governen el transit intracel-lular de les acuaporines
en els espermatozoides de teleostis romanen encara molt
desconeguts. Tot aquest nou coneixement sera per tant
fonamental per a comprendre la rellevancia biologica de
les acuaporines durant el desenvolupament i la funcié
dels espermatozoides de peixos.
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