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Resumen

Actualmente existe una necesidad insatisfecha de nuevos anticonceptivos
masculinos. Para lograr lo anterior, existen: métodos computacionales que permiten
acelerar el proceso de desarrollo de farmacos y blancos moleculares validados

como el canal CatSper y SLO3. De esta forma, resulta necesario analizar de forma
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in silico e in vitro los efectos de moléculas con potencial uso de anticonceptivos
masculinos sobre la funcionalidad del espermatozoide humano. Metodologia: Una
vez determinadas las estructuras de los canales CatSper y SLO3 por homologia, se
identificaron a ligandos potenciales mediante cribado virtual. A continuacion, se
expusieron dos de estas moléculas a espermatozoides de humano y se determino
su efecto en el potencial de membrana de los espermatozoides, en la motilidad y en
la reaccion acrosomal. Resultados principales: La alta calidad y validacion
retrospectiva de los modelos ha permitido identificar potenciales moléculas

antagonistas de los canales.

CatSper, SLO3, cribado virtual, anticonceptivos masculinos

Abstract

There is currently an unmet need of new male contraceptives. To achieve this, there
are: computational methods that speed up the drug development process and
validated molecular targets such as the CatSper and SLO3 channels. Therefore, an
in silico and in vitro analysis of the effects of molecules with potential use in male
contraceptives on human sperm functionality is necessary. Methodology: Potential
ligands of CatSper and SLO3 were determined by virtual screening using homology
models. Human spermatozoa were exposed to two of the selected molecules to
determine its effect on membrane potential, motility and acrosomal reaction. Main
results: Retrospective validation and high quality of the models have allowed the

identification of potential inhibitory molecules.

CatSper, SLO3, virtual screening, male contraceptive

. Introduccion
Los embarazos no planeados generan dificultades socioeconémicas y problemas
de salud. Asi mismo, dado que la carga de este cuidado recae principalmente en la

mujer, resulta necesario aumentar las opciones de anticonceptivos masculinos.



En cuanto a los anticonceptivos masculinos disponibles, solo la vasectomia y el uso
de conddén han demostrado su efectividad. Sin embargo, la vasectomia no es
consistentemente reversible y el condon tiene una tasa anual de fallo considerable.

Por estas razones, se requiere un anticonceptivo masculino reversible y efectivo.

Para lograr lo anterior, existen métodos computacionales que permiten acelerar el
proceso de identificacion de ligandos y su interaccion con potenciales blancos.
Dentro de estos blancos, se encuentran canales con expresion uUnica en el
espermatozoide cuyo correcto funcionamiento es indispensable para la

fecundacion, como los canales CatSper y SLO3.

Por estas razones, resulta necesario analizar de forma in silico e in vitro el potencial
inhibitorio de moléculas sobre los canales SLO3 y CatSper del espermatozoide

humano.

1. Antecedentes

Embarazo no planeado
Los embarazos no planeados son un problema de salud publica que afecta a las
mujeres, sus familias y a la sociedad (1). Globalmente, se estima que el 44% de los

embarazos son no planificados (2) y, en México, este porcentaje aumenta a 55%
(3).

Lo anterior corresponde a 121 millones de embarazos no planeados a nivel mundial
(Figura 1) y a 2.1 millones de embarazos no planeados en México. De estos
embarazos, cerca del 18% corresponde a embarazo adolescente en México (4), lo
que coloca al pais en el primer lugar en embarazo adolescente entre los paises de

la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico (OCDE) (5).



Tasas de embarazo no planeado, por region, 2015-2019
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Figura 1. Tasas de embarazo no planeado, por regién, 2015-2019. Globalmente, la tasa de
embarazo no planeado es de 64 por cada 1000 mujeres en edad reproductiva (15-49). En
América Latina y el Caribe, esta tasa aumenta a 69. Tomado de la hoja de datos de
Guttmacher — Bearak et al., 2020 (2).

Ademas de su alta prevalencia, los embarazos no planeados impactan
negativamente en la salud. Por ejemplo, estos embarazos se han asociado con un
aumento en el consumo de drogas durante el embarazo, mayor estrés y depresion
materna (6), ausencia de lactancia materna (1), menor desarrollo socioeconémico

(7) y muerte materna por aborto.

Asi, dado el impacto en la salud de los embarazos no planeados y su alta
prevalencia global y nacional, resulta necesario desarrollar nuevas herramientas de

planificacion familiar.



Métodos anticonceptivos masculinos

Dentro de estas posibles herramientas, una opcidn atractiva es desarrollar nuevos
meétodos anticonceptivos ya que la mayoria de los embarazos no planeados son el
resultado del fallo anticonceptivo o de la ausencia de su uso (8). En particular,
desarrollar nuevos anticonceptivos masculinos promete resolver importantes

desventajas de los anticonceptivos masculinos actuales.

Por ejemplo, la vasectomia no es reversible de forma consistente y el condén tiene
una tasa de fallo anual del 13% (9). Lo anterior es una posible explicacion del bajo
porcentaje de uso a nivel mundial, observandose que el condon y la vasectomia son

utilizados por el 21 y 2% de los hombres, respectivamente (10).

Aunado a esto, el cuidado de la concepcion ha recaido principalmente en la mujer
y se ha justificado por la mayor disponibilidad de métodos anticonceptivos
femeninos (9). Sin embargo, a pesar de las opciones de métodos anticonceptivos
femeninos, dos tercios de las mujeres con embarazos no planeados no usan
anticonceptivos o utilizan anticonceptivos poco confiables (9). Siendo una de las
razones de su desuso las contraindicaciones o efectos secundarios de estos

métodos (11).

Por otro lado, en cuanto a la aceptacion hipotética del uso de nuevos
anticonceptivos masculinos, entre el 14 y el 83% de los hombres estarian dispuestos
a usarlos (12) y mas del 70% de las mujeres confiarian este cuidado a su pareja
(13). En particular, cerca del 65% de los hombres en México aceptaria usar un

nuevo anticonceptivo masculino (14).

De esta forma, existe un interés y una necesidad de desarrollar nuevos

anticonceptivos masculinos efectivos y reversibles.

Fertilizaciéon
Para lograr lo anterior, se han propuesto diversos métodos en la busqueda de
impedir la fertilizacién. Este proceso es el ultimo paso de la reproduccion sexual y

consiste en la uniéon de los gametos femeninos y masculinos. Los gametos son

6



células haploides maduras y su fusién genera una célula diploide o zigoto encargada

de generar a un nuevo individuo (15).

El gameto femenino es el dvulo y el gameto masculino es el espermatozoide. Ambos
gametos son producto de las divisiones meiéticas de sus precursores diploides y de
los posteriores pasos de desarrollo celular (16). Asi, el espermatozoide y sus

precursores son blancos de los anticonceptivos masculinos (Figura 2).
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Figura 2. Estructura interna de los tubulos seminiferos y érganos del aparato reproductor
masculino. En la imagen de la izquierda se observa la configuracion de las células de Sertoli
y las fases del desarrollo de los espermatozoides dentro del tubulo seminifero. Del lado
derecho se muestra la estructura del testiculo y del epididimo. L: lumen. Imagen modificada
de Darszon et al. 2011 (17).

Los precursores de los espermatozoides son las espermatogonias y existen dos

diferentes clases, Ay B. Las A estan encargadas de mantener el numero de células



germinales mediante mitosis en el proceso de espermatogoniogénesis y las B estan
encargadas de generar a los gametos. Para esto ultimo, las espermatogonias B se

diferencian a espermatidas mediante meiosis en el proceso de espermatogénesis.

Posteriormente, las espermatidas se van a convertir en espermatozoides en el
proceso de espermiogénesis. En esta etapa, las espermatidas redondas forman el
flagelo, el acrosoma, remueven su exceso de citoplasma y su material genético se
supercondensa al sustituir histonas por protaminas (18). De tal forma que estos
cambios convierten al espermatozoide en wuna célula asimétrica vy

transcripcionalmente inactiva.

Los espermatozoides humanos suelen medir 55-58 micrometros de largo y estan
compuestos de una cabeza y una cola. La cabeza es ovalada y alberga tanto al
nucleo como al acrosoma. Esta es una vesicula derivada del aparato de Golgi y
almacena a enzimas hidroliticas implicadas en la reaccién acrosomal. Por su parte,
la cola o el flagelo se divide en la pieza media, en la pieza principal y en la pieza
final (19).

Una vez producidos los espermatozoides, estos son liberados hacia el lumen de los
tubulos seminiferos (espermiacion) para ser transportados por los conductos
eferentes hacia el epididimo. Esta estructura se divide en cabeza, cuerpo y cola y
es el lugar en donde los espermatozoides llevan a cabo el proceso de maduracién

y son almacenados (20).

Los primeros estudios del papel de la maduracion epididimal observaron que los
espermatozoides adquieren mayor potencial de fertilizacion mientras mas cerca se
encontraban de la cola del epididimo (21,22). Una razén de esto, son los cambios
en la motilidad de los espermatozoides, quienes adquieren la capacidad de nadar
de forma progresiva en su transcurso a la cola del epididimo (23).

Posteriormente, en la eyaculacién, los espermatozoides maduros son expulsados
junto al liquido seminal proveniente de las glandulas accesorias masculinas: las

vesiculas seminales, la glandula prostatica y las glandulas bulbouretrales. Este



conjunto de espermatozoides y liquido seminal recibe el nombre de semen y es

depositado en el tracto reproductor femenino durante la reproduccion.

Aqui, los espermatozoides llevaran a cabo un segundo proceso de maduracion
conocido como capacitacion espermatica (24,25). Este proceso confiere a los
espermatozoides la capacidad de realizar la reaccion acrosomal y se caracteriza
por una serie diversa de cambios fisiologicos y bioquimicos (26). Dentro de estos
se encuentran: la remocion del colesterol de membrana plasmatica (27), el aumento
del pH intracelular (28), el aumento en la fosforilacion de tirosinas (29), la

hiperpolarizacion de la membrana (30,31) y la hiperactivacién (32).

La hiperactivacion consiste en la adquisicion de un batido flagelar intenso que
permite a los espermatozoides transitar por el oviducto (33,34) y penetrar la zona

pelucida del ovocito (35).

Por su parte, la reaccion acrosomal es un proceso exocitético dependiente de calcio
que consiste en la liberacion de enzimas hidroliticas en la proximidad del évulo
(36)(37). Esta reaccidon les permite a los espermatozoides atravesar las capas
externas que rodean al o6vulo. De tal modo que, solo los espermatozoides
reaccionados pueden fusionarse con el évulo para depositar su material genético
(24).

Métodos hormonales

Cada uno de los anteriores procesos de desarrollo y funciones del espermatozoide
son potenciales momentos para la accion de nuevos anticonceptivos masculinos.
En cuanto a los métodos hormonales, su objetivo consiste en alterar el proceso de
espermatogénesis y el éxito en la intervencion se mide por la reduccién del numero

de espermatozoides (38).

Los métodos hormonales funcionan mediante la administracion exogena de
hormonas sexuales esteroideas, con el fin de provocar la retroalimentacion negativa

del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal (39). De tal forma que estos métodos requieren



aproximadamente dos meses para observar su efecto y el mismo tiempo para

revertirlo.

Ademas de esta restriccion, debido a la manipulacion del eje enddcrino, los
anticonceptivos hormonales son capaces de provocar una serie diversa de efectos
secundarios, como: reduccion de la libido, cambios de humor, obesidad y
ginecomastia (39). Debido a lo anterior, existe un interés en generar anticonceptivos

no hormonales.

Métodos no hormonales

Dentro de los anticonceptivos no hormonales, los métodos fisicos de
RISUG/Vasalgel o ADAM consisten en la inyeccion de polimeros en el conducto
deferente (40). Sin embargo, los autores no han demostrado su reversibilidad en
humanos (11). Otro método fisico es el de Bimek SLV (41). Este es un interruptor
implantado para generar el bloqueo del paso de los espermatozoides después de

un periodo de tiempo similar al de la vasectomia.

Ademas del impedimento fisico del transito de los espermatozoides, otro método
fisico consiste en elevar la temperatura testicular mediante el uso de ropa interior
especial (42). Este instrumento acerca los testiculos al cuerpo y requiere usarse la

mayor parte del dia para observar su eficacia.

Otro enfoque no hormonal es alterar el funcionamiento de proteinas clave del
espermatozoide. Una caracteristica buscada en estos blancos es un perfil de
expresion exclusivo o principal al tejido testicular y a los espermatozoides. Asi, un

farmaco selectivo a estos blancos tendria el potencial de evitar efectos secundarios.

Ademas de su patron de expresion, otra de las caracteristicas que fortalecen la
relevancia de estos blancos es la evidencia de su indispensabilidad en la
reproduccion. Por ejemplo, observando los cambios en la capacidad de fertilizacion
al eliminar el gen en modelos animal o en reportes de alteraciones genéticas en

humanos.
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En el caso de no contar el blanco molecular con una expresion exclusiva en tejido
testicular, sera la gravedad de los fenotipos presentes la principal limitante para el
desarrollo de anticonceptivos dirigidos a estos blancos. Por ejemplo, la adenilato
ciclasa soluble se expresa de forma ubicua y la ausencia de su gen se acompana
de elevacién en la presién intraocular y propensién a la formacion de calculos

renales (43).

Finalmente, otra caracteristica deseable es la evidencia de |la capacidad de modular
su funcionamiento mediante el uso de diferentes ligandos. Por ejemplo, se han
identificado moléculas inhibidoras de CatSper, SLO3, ABHD2, EPPIN, ALDH1A2,
BRDT, Slc9cl, TSSK y proteinas de la familia ADAM (40).

De los anteriores blancos moleculares, CatSper y SLO3 son blancos farmacoldgicos
ideales al ser su expresion exclusiva del espermatozoide (44-47) y ser
indispensables para la fertilizacion. Esto se ha observado en la infertilidad reportada
en estudios genéticos, tanto en ratones knock-out (44—46,48) como en reportes de

alteraciones genéticas en humanos (49,50).

Catsper

CatSper es el principal canal de calcio del espermatozoide y es el canal con el mayor
numero de subunidades conocido. Las subunidades CATSPER1, 2, 3 y 4 (44-46)
son las subunidades formadoras del poro. Cada una de estas posee seis segmentos
transmembranales, un filtro selectivo de calcio entre los segmentos transmembranal

cinco y seis, y un sensor de voltaje en el segmento transmembranal cuatro (17).

Ademas de las subunidades formadoras del poro, hasta el momento se han
identificado otras 10 subunidades. Dentro de estas, CATSPER beta (51), gamma
(52), delta (53) y épsilon (54) son proteinas de membrana con grandes dominios
extracelulares. Asi mismo, recientemente descubiertas (55), SLCO6C1, CATSPER
eta y TMEM249 son proteinas de membrana. Por su parte, EFCAB9, CATSPER
zeta y tau son proteinas citosoélicas. Dentro de estas, el complejo entre EFCAB9 y
CATSPER zeta contribuye a la sensibilidad a pH y calcio del canal (56).
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En cuanto a su superestructura, el canal se encuentra ordenado en cuatro dominios
discretos, lineales y paralelos en la pieza principal del espermatozoide (57,58). De
tal forma que, la sefalizacidon de calcio en el espermatozoide se encuentra

espaciotemporalmente ordenada.

Finalmente, CatSper es indispensable para la fertilizacion. Esto se observa en la
infertilidad reportada en estudios genéticos, ya sea en modelos de knock-out en

ratdén (44—46) o en reportes de alteraciones genéticas en humanos (49) .

Lo anterior se explica por el papel de CatSper en el proceso de fertilizacion. Por
ejemplo, los fenotipos de los espermatozoides knock-out de las subunidades de
CatSper han implicado al canal en la capacidad de adquirir la hiperactivacion
durante el proceso de capacitacion (59) y en la capacidad del espermatozoide de
realizar la reaccion acrosomal (60,61). Lo anterior concuerda con la dependencia

de estos procesos a la sefializacion de calcio.
Inhibidores de CatSper

Uno de los puntos que ha favorecido al canal como blanco molecular es la evidencia
de su susceptibilidad a la accion de diferentes moléculas. Por ejemplo, Carlson y
colaboradores (62) fueron los primeros en reportar a un inhibidor de CatSper (HC-
056456). A continuacion, dos grupos identificaron al mismo tiempo a NNC55-0396
como inhibidor (63,64) y a Mibefradil (64). Al siguiente afio, Brenker y colaboradores
(65), reportaron a MDL12330A como inhibidor. Posteriormente, Rennhack y
colaboradores (61) reportaron a RU1968 como inhibidor de CatSper. Mas
recientemente, Rahban y colaboradores reportan la accion bloqueadora de
Sertralina (66) y Carlson y colaboradores (67) la accién bloqueadora de ML218. Asi
mismo, Carlson y colaboradores (68) identificaron 7 series lideres de inhibidores de
CatSper mediante cribado de alto procesamiento. Posteriormente, Schierling y
colaboradores (69) generaron homologos de RU1968 y Rehfeld y colaboradores
(70) identificaron la accién activadora de CatSper de AM404, compuesto generado
a partir de 4-aminofenol, metabolito del paracetamol, y acido araquiddnico.
Finalmente, Luque y colaboradores (71) han reportado un nuevo ensayo de alto
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procesamiento e identificaron a un posible bloqueador de CatSper dentro de una

mini biblioteca de farmacos aprobados por la FDA.

SLO3

SLO3 es el canal principal de potasio del espermatozoide y forma parte de la familia
de canales de potasio gran conductancia (BK, SLO o Maxi-K) (72). El canal es un
homotetramero, en donde cada subunidad cuenta con seis segmentos
transmembranales y tres dominios: el dominio de poro, el sensor de voltaje y el

sensor citosolico a pH (73).

Respecto a su funcion, el canal esta implicado en la generacion de la
hiperpolarizacion de la membrana, al facilitar la salida de potasio en el
espermatozoide. En el humano, el canal SLO3 es sensible a los cambios de pHy a
las concentraciones de calcio. En cambio, en el ratéon, el canal es solamente
sensible al pH (74).

Existen diferentes subunidades auxiliares para los canales de la familia SLO. Por
ejemplo, las propiedades cinéticas y farmacoldgicas de SLO1 son modificadas por
las subunidades beta. Por su parte, la subunidad auxiliar conocida de SLO3 es
gamaz2, y su coadministracion en sistemas heterdlogos facilita su expresion y

modifica sus propiedades electrofisiologicas.
Inhibidores de SLO3

Debido a la dificultad de expresar unicamente las subunidades alfa de SLO3, Tang
y colaboradores (75) estudiaron sus propiedades farmacoldgicas en construcciones
quiméricas de SLO3 de ratén (SLO3m). Para esto, emplearon inhibidores conocidos

de SLO1 de ratébn como quinina, quinidina, carbdotoxina, slotoxina e iberiotoxina.

A partir de los anteriores resultados, Mannowetz y colaboradores (76) investigaron
la accion de estos inhibidores en el espermatozoide humano. Al observar la
inhibicion de la corriente principal de potasio empleando inhibidores de SLO1m,
pero no de SLO3m quimeéricos, los autores concluyeron que esta corriente dependia
principalmente de SLO1.
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Sin embargo, esta afirmacién se puso en duda al observar que inhibidores no
especificos de SLO3m inhibian la corriente y que, en cambio, inhibidores de SLO1m
no inhibian la corriente de potasio del espermatozoide. Para esto, Brenker y
colaboradores (77) coexpresaron de forma heterdloga al canal SLO3h y a la
subunidad gama2 en células CHO. De esta forma, los autores concluyeron que

SLO3 es el canal principal de potasio en el espermatozoide humano.

Esta afirmacion se fortaleci6 con los resultados de Sanchez-Carranza y
colaboradores (72). En este trabajo, los autores observaron la inhibicion de la
hiperpolarizaciéon de la membrana en los espermatozoides y la inhibicion de la
corriente de potasio en células transfectadas con SLO3+gama2 empleando
iberiotoxina, slotoxina y carbdotoxina, inhibidores de canales SLO. Asi mismo, los
autores demostraron diferencias en las propiedades farmacoldgicas entre SLO3m y

SLO3h. Por ejemplo, que la iberiotoxina inhibe parcialmente a SLO3h.

Finalmente, empleando un cribado de alto procesamiento de 50,000 moléculas,
Lyon y colaboradores identificaron a un inhibidor selectivo de SLO3h (72). Con este
inhibidor, los autores lograron establecer el papel principal de SLO3 en el flujo de
potasio, en la hiperpolarizacion de la membrana del espermatozoide humano, en la

hiperactivacién y en la reaccion acrosomal.

Métodos computacionales

Los avances en la identificacion de inhibidores de estos canales han sido facilitados
por el desarrollo de ensayos de alto procesamiento. Estos ensayos consisten en
registrar el movimiento de los iones o el cambio del potencial de membrana
empleando marcadores fluorescentes una vez que se ha estimulado la apertura de
los canales. La ventaja de estos ensayos reside en poder estudiar el
comportamiento de miles de moléculas de forma mas rapida y sencilla. Asi, la
confirmaciéon mediante electrofisiologia se limita a un numero reducido de

potenciales inhibidores.
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Sin embargo, a pesar de estas ventajas, la identificacién de inhibidores es una
cuestion de serendipia, lo que repercute en el tiempo de identificacion y en el costo.
De este modo, existe una necesidad de implementar metodologias que reduzcan el
espacio y tiempo de busqueda de nuevos farmacos, como el disefio de farmacos

asistido por computadora.

El disefio de farmacos asistido por computadora es un conjunto de técnicas
computacionales que tienen el fin de identificar, optimizar y analizar farmacos (79).
Dentro de estas técnicas, el modelado por homologia, el acoplamiento molecular, el
cribado virtual y la dinamica molecular son opciones que se han utilizado con éxito

para traer nuevos farmacos al mercado (80).

El modelado por homologia es una técnica computacional para la generacion de
estructuras tridimensionales de las proteinas blanco. En esta técnica, se utiliza la
estructura tridimensional conocida de un homdlogo de la proteina blanco como
molde. Asi, a mayor porcentaje de identidad entre estas secuencias existe una
menor ambigledad en la estructura del modelo. Como regla general, un 30% de

identidad se considera suficiente para la generacion de un modelo teérico (81).

El acoplamiento molecular es una técnica de evaluacion de la interaccion entre una
molécula y el receptor blanco (82). Para esto, los algoritmos de acoplamiento
generan diferentes modelos de unidn ligando-receptor. Asi mismo, estos algoritmos
utilizan una funcion de puntaje para evaluar la fuerza de interaccion de cada modelo

generado.

En la generacién de complejos ligando-receptor, el acoplamiento puede ser de dos
tipos: rigido o flexible. En el caso del acoplamiento rigido, el receptor y el ligando
permanecen en su conformacion original por lo que la busqueda de complejos se
limita a rotar y trasladar al ligando en el sitio de unién. Por otro lado, el acoplamiento
flexible permite el movimiento de las cadenas laterales del receptor y de los enlaces
rotables del ligando. De esta forma, el numero de posees exploradas aumenta,

aunque también lo hace el costo computacional (83).
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Por su parte, el cribado virtual es la técnica computacional que compara y ordena a
diferentes moléculas de acuerdo a alguna medida del grado de afinidad al receptor
blanco (84). Por ejemplo, para el cribado virtual basado en ligandos, el grado de
afinidad de las moléculas constituye el grado de similitud de la estructura de estas
moléculas con ligandos conocidos. En cambio, en el cribado virtual basado en la
estructura, el grado de afinidad es igual al puntaje de acoplamiento molecular.(85).
A pesar de esta distincion, existen protocolos validados que combinan ambos
métodos (86). De esta forma, el cribado virtual permite acelerar el proceso de
identificacion de potenciales ligandos y su interaccion con las moléculas objetivo
(87).

Métodos computacionales en el desarrollo de anticonceptivos masculinos

Estos métodos computacionales han sido utilizados con éxito en diferentes etapas
del desarrollo de anticonceptivos masculinos. Por ejemplo, EPPIN es una proteina
de la superficie del espermatozoide y la inhibicion de su unién a SMEG1, proteina
formadora del gel seminal, genera infertilidad. En este caso, durante el proceso de
optimizacién de inhibidores de EPPIN, se modelaron y acoplaron molecularmente
segmentos de SEMG1 con el fin de identificar el sitio de interaccion EPPIN-SEMG1
(88).

De forma similar, se han realizado cribados virtuales de alto procesamiento para la
identificacion de inhibidores de BRDT, regulador transcripcional y epigenético

esencial para la espermatogénesis (89).

Mas recientemente, se han realizado acoplamientos moleculares para la
identificacion de analogos de ER-50891, antagonista selectivo del receptor de acido
retinoico alfa, y la identificacion de YCT529 (90) compuesto que esta siendo
evaluado por primera vez en ensayos clinicos (ClinicalTrial.gov ID: NCT06094283).

Asi, los anteriores estudios son evidencia del potencial de implementar estos
meétodos en la busqueda de nuevos anticonceptivos masculinos. Por ejemplo, para
la identificacion de nuevos inhibidores de CatSper y SLO3 existen estructuras

tridimensionales de canales homodlogos de estos blancos moleculares. Estas
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estructuras se resolvieron mediante crio-microscopia electronica y son: la estructura
de CatSper de ratén (565) y SLO1 de humano (91) (Figura 3). Ambas secuencias
cuentan con un nivel de identidad con su homadlogo igual o superior al 50 0 45%,
respectivamente. De esta forma, es posible generar modelos por homologia de

estos canales para su uso en estudios in silico (92).

3

S R

Q4 A
T iy
e B w ;e 2o
SO (e &
7 ,‘,,\,A %) fog) ) o

: 77—
J
IR EATELCIT (S

(a
? (&

Figura 3. Vista lateral de las estructuras de CatSper de raton (izquierda) y SLO1 de humano
(derecha). Ambas estructuras fueron determinadas experimentalmente mediante crio-

microscopia electronica. CatSper (55), SLO1 (91).

En general, combinar el enfoque computacional con ensayos funcionales resulta en
una estrategia atractiva para la caracterizaciéon e identificacion de potenciales
anticonceptivos masculinos. De esta forma, resulta necesario analizar de forma in
silico e in vitro el potencial inhibitorio de moléculas sobre los canales SLO3 y

CatSper del espermatozoide humano.

M. Hipoétesis
Hi: Moléculas identificadas in silico afectan la funcionalidad del espermatozoide

humano.
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Ho: Moléculas identificadas in silico no afectan la funcionalidad del espermatozoide

humano.

IV. Objetivos

Objetivo general

Analizar de forma in silico e in vitro el potencial inhibitorio de moléculas sobre los

canales SLO3 y CatSper en la funcionalidad del espermatozoide humano
Objetivos especificos
Determinar la estructura de CatSper y SLO3 mediante homologia.

Obtener la estructura de las potenciales moléculas inhibidoras de los canales
CatSper y SLO3.

Determinar a los ligandos candidatos en funcion de su puntaje de acoplamiento

molecular.

Validar los resultados in silico mediante espectrofluorometria y microscopia.

V. Metodologia

- Modelado por homologia

Debido a la ausencia de estructuras resueltas de los canales de interés, se
determinaron las coordenadas atomicas mediante modelado por homologia. El
primer paso consistio en la busqueda e identificacion de secuencias plantillas. Esto
es, secuencias con estructura tridimensional resuelta y un porcentaje de identidad
mayor al 25% con la secuencia objetivo. Para esto, se realizé un BLAST proteina-
proteina (BLASTp) empleando las secuencias de las subunidades alfa del canal
CatSper (UNIPROTKB Q8NECS5, Q96P56, Q86XQ3 y Q7RTX7)y SLO3 de humano
(UNIPROTKB A8MYU2).
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Encontrada la mejor plantilla, su secuencia se utilizé para modelar la estructura
tridimensional de los canales empleando el servidor SWISS-MODEL. A
continuacion, los modelos generados se alinearon con la estructura de SLO1 de
humano y CatSper de raton mediante el programa de Discovery Studio 2016. De
esta forma, se aline6 cada subunidad para formar el homotetramero de SLO3 y el

heterotetramero de CatSper.

A continuacion, los modelos se protonaron a pH de 7.4 utilizando el médulo
proteinprepare de playmolecule y addH de Chimera 1.15, para las estructuras de

SLO3 y CatSper, respectivamente.

Una vez ajustado el estado de protonacion de los canales, los modelos se
minimizaron in vacuo empleando el campo de fuerza para proteinas de Amber
ff14SB durante 1000 pasos del algoritmo de descenso rapido en el programa de
Chimera 1.15. Una vez hecho esto, se evaluo la calidad de estos mediante graficos
de Ramachandran empleando Molprobity v. 4.4, QMEAN del servidor de SWISS-

MODEL vy su alineacién estructural empleando al servidor de RaptorX.
- Seleccion de los potenciales ligandos

Comprobada la calidad de los modelos, se obtuvieron las estructuras de los
potenciales ligandos. Para SLO3 se empled la base de datos UniprotKM. En este
caso, se restringié la busqueda a proteinas con reportes de alterar la actividad de
canales de potasio tipo slo y sus estructuras se obtuvieron de la base de estructuras
de proteinas Alphafold (93). Por su parte, para el canal CatSper, se emplearon las
estructuras de 2315 farmacos aprobados por la FDA disponibles en el servidor de

DrugRep.
- Acoplamiento y dinamica molecular

Para la realizacién del acoplamiento molecular entre toxinas y SLO3, se restringio
el acoplamiento a la porcion extracelular del canal de SLO3. En este paso, se
identifico la hidrofobicidad del canal mediante la escala de Kyte-Doolittle empleada

en el programa de Discovery Studio 2016. Asi mismo, se redujo el sistema de SLO3,
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eliminando el dominio sensor de calcio y el de voltaje (73). En cambio, para el
acoplamiento molecular entre los farmacos y CatSper, se restringio el acoplamiento

a la region del poro del canal.

A continuacion, para validar los modelos, se realizaron acoplamientos moleculares
empleando inhibidores conocidos de los canales. Para SLO3 se utilizé a la
iberiotoxina (ibtx) y se acoplé mediante el servidor de HADDOCK 2.4. Asi mismo,
se evalud la estabilidad del complejo SLO3-ibtx mediante simulaciones de dinamica
molecular. En este caso, se empleé el servidor de CHARMM-GUI para la
construccion del sistema, se minimizoé la energia por el algoritmo de descenso
pronunciado y se equilibré el sistema empleando el protocolo de CHARMM-GUI.
Finalmente, se realizaron simulaciones de dinamica molecular en el programa
Gromacs durante 100 ns y se evalud la raiz de la desviacidén cuadratica media entre

el complejo y la toxina.

En el caso de CatSper, se utilizoé el programa de Autodock Vina para acoplar las
moléculas: HC-056456, Mibefradil, ML218, RU1968, Sertralina y las primeras
moléculas identificadas de las series 1, 2, 6 y 7 del estudio de Carlson y
colaboradores (68). Por su parte, como controles negativos se generaron 50
moléculas sefiuelo por cada uno de los inhibidores de CatSper antes mencionados,
empleando el programa de DUD-E. Finalmente, se utilizaron los puntajes de
acoplamiento molecular obtenidos para generar una curva ROC con el fin de validar

el modelo y determinar el mejor punto de corte.

- Cribado virtual

Una vez validados los modelos de los canales, se procedié al cribado virtual
empleando ZDOCK 3.0.2 para SLO3 y Autodock Vina para CatSper. En el caso de
SLO3, las toxinas que obtuvieron un puntaje de acoplamiento molecular igual o
superior que la ibtx se consideran ligandos candidatos del canal. Por su parte, los
ligandos candidatos de CatSper son aquellos farmacos que obtuvieron un puntaje

de acoplamiento molecular superior al punto de corte de la curva ROC.

- Obtencidén de las muestras de semen
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Realizado lo anterior, se procedio a la parte in vitro del proyecto. Para el calculo de
la muestra, se utilizé el programa GPower 3.1, asumiendo un tamafo del efecto de
0.8, alfa de una cola de 0.05 y un poder de 0.8 para un analisis de varianza de 4
grupos. Asi, se reclutaron a 8 participantes masculinos con una edad de 18 a 30
afos. Se excluyeron a aquellos participantes con uso de narcéticos o farmacos, con
enfermedades cronico degenerativas, que reportaron enfermedades de transmision
sexual o que hubieran presentado un cuadro febril en los ultimos tres meses previos.
De igual forma, se eliminaron de la muestra a los participantes con parametros de

calidad del semen anormales de acuerdo a la quinta edicién del manual de la OMS.

Una vez firmada la carta de consentimiento informado, se solicité la muestra de
semen con 2 a 7 dias de abstinencia sexual. Las muestras de semen, obtenidas
mediante masturbacién, se colocaron en frascos estériles individuales. Posterior a
esto, se evaluaron los parametros de calidad del semen. Brevemente, las muestran
se incubaron por 30 minutos a condiciones estandar para que ocurra el proceso de
licuefaccion. Después, se tomaron alicuotas para determinar: el porcentaje de
motilidad, la morfologia mediante tinciones eosina-hematoxilina, la concentracién

espermatica en una camara Makler y el pH de la muestra.

- Preparacion de la muestra de espermatozoides

Posteriormente, las muestras se prepararon mediante la técnica de nado hacia
arriba en un tubo de ensayo inclinado a 45°. Para esto, 500 pL de la muestra se
incubaron con 500 pyL de medio Ham’s F10 suplementado con 5 mg/mL de BSA a
condiciones estandar durante 1 h. Se tomaron 400 pL de la fase superior y se ajusto
la concentracion de espermatozoides a 1x107 células/ml con medio Ham’s F10
suplementado. Finalmente, las muestras se incubaron por 3 horas mas para

capacitar a los espermatozoides de la muestra.
- Evaluacién del efecto de los ligandos candidatos en la funcionalidad del

espermatozoide humano

Para valorar la inhibicién de la actividad de CatSper, se evalué los cambios en la

fluorescencia del marcador DiSCs3(5) mediante espectrofluorometria antes y
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después de remover el Na* extracelular por EGTA. De forma similar, para valorar la

inhibicion de la actividad del canal de SLO3, se evalud la fluorescencia del marcador

DiSCs3(5) mediante espectrofluorometria (Figura 4).
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Figura 4. Ensayos funcionales para identificar inhibidores de la actividad de CatSper y
SLO3. Para SLO3, se determinara el potencial de membrana en espermatozoides
capacitados y no capacitados, mediante la calibracion con el ionéforo de valinomicina. Por
su parte, para CatSper se analizara la fluorescencia normalizada (fluorescencia posterior a
la administracion de EGTA —fluorescencia promedio de un minuto previo a la administracion
de EGTA) en condiciones no capacitantes, en presencia o ausencia de los potenciales
inhibidores de CatSper. Tomado y modificado de Ritagliati et al., 2018 (94) y de Luque et
al., 2023 (71).

Asi mismo, se evaluaron los porcentajes de hiperactivaciéon de espermatozoides
capacitados en presencia o ausencia de los ligandos candidatos. Para esto, la
hiperactivacion se evalu6 mediante el plugin de OpenCASA del programa ImageJ,

definiendo a los espermatozoides hiperactivados como aquellos con: velocidad
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curvilinea (> 150 pm/s), linearidad (< 50%) y desplazamiento lateral de la cabeza (=
3.5 um).

Finalmente, se evalud el porcentaje de espermatozoides reaccionados de forma
espontanea e inducidos por progesterona. Para esto, se tefiron con la lectina Pisum
sativum acoplada a isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA) durante 30 minutos.
Finalmente, después de lavar el exceso de FITC-PSA, se evalué la region

acrosomal mediante microscopia de fluorescencia.
- Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se evaluo la distribucion de los datos mediante la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk para la seleccion de pruebas paramétricas y no
paramétricas. En el caso de comparaciones multiples, se empled la prueba de
ANOVA o Kruskall-Wallis, seguido de la prueba post-hoc de Tukey o Dunn,

respectivamente.

23



VL.

Resultados y Discusion

24



Journal of Molecular Modeling (2025) 31:155
https://doi.org/10.1007/500894-025-06379-8

ORIGINAL PAPER :‘)

Check for
updates

Differential molecular interactions between iberiotoxin and human
SLO3 and SLO1 potassium channels

Jorge Arturo Torres Juarez' - Ana Gabriela Hernandez Puga’ - Ana Alicia Sanchez Tusie'

Received: 26 September 2024 / Accepted: 28 April 2025
© The Author(s), under exclusive licence to Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2025

Abstract

Context SLOland SLO3 are similar voltage-gated K + channels. However, SLO3 expression is sperm specific and plays an
important role in the hyperpolarization of the sperm membrane potential that is crucial for sperm fertilization. This makes
SLO3 an excellent molecular target for the development of male contraceptives, and computational methods can facilitate
structural insights for this drug development. Here, we evaluated the differential molecular interactions between the human
SLO3 (hSLO3) and SLO1 (hSLO1) potassium channels and iberiotoxin (IbTX), a toxin that selectively blocks SLO channels.
To do this, molecular docking and dynamics were implemented on the channel-toxin complexes to help elucidate atomistic
details of their interaction and binding energy. Our analysis found that IbTX has a similar binding energy to both channels
but interacts in a distinct manner with them. Particularly, Trp14 and Arg25 residues of IbTX diverges in their interaction
with the residues Val283 and Asn260 residues of hSLO3 and the corresponding residues Tyr359 and Ala336 of hSLOL.
Knowledge of key residues in the molecular interface of IbTX blockage can help guide and hasten non-hormonal contracep-
tive development. Our results encourage the use of toxins as scaffolds for specific SLO3 blockers.

Methods Atomistic molecular dynamics were implemented on the channel-toxin complexes. To generate the complexes,
IbTX was docked to the channels using HADDOCK. CHARMM-GUI was used to generate simulation systems. GROMACS
v2023.1 was used to run the simulations for 500 ns in an NPT ensemble at 297.26 K employing the CHARMM?36 force field.
Binding energy was evaluated by molecular mechanics generalized born surface area (MM/GBSA) with gmxMMPBGBSA.

py-

Keywords SLO3 - Male contraceptive - Molecular dynamics - Binding energy

Introduction

The steady increase in human population and the accom-
panying high unintended pregnancy rates pose a pressing
threat to public health [1]. As such, novel male contraceptive
methods are urgently needed. One promising target is the
potassium channel SLO3. SLO3 belongs to the SLO (Maxi-
K or BK) subfamily of potassium channels, and its exclusive
expression in human spermatozoa [2] carries the potential
to evade side effects.

SLO3 is the principal K+ channel in human sperm [2],
and it has an important role during sperm capacitation, since
it allows hyperpolarization of the membrane potential. This
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hyperpolarization has been related to hyperactivation of the
flagellar beat and to the acrosome reaction, which is an exo-
cytotic event that releases enzymes that allow sperm to ferti-
lize the egg [3]. Furthermore, knockout models of SLO3 [4]
and men with missense and splice-site variant mutations in
the slo3 gene [5, 6] are infertile. Nevertheless, with the wide
tissular expression of SLOI, paralogue of SLO3, potential
inhibitors must have a higher preference to SLO3 if they are
to reach the market. This is particularly relevant, considering
that SLO1 modulates excitatory signals in both neuro and
endocrine cells [7].

SLO1 and SLO3 have seven transmembrane domains
with an extracellular N-terminus. Both have similar cores
formed by homo-tetramers of alfa-subunits, and the open-
ing of both channels is regulated by the voltage sensor. Both
channels present long cytoplasmic structures; however, the
tail of SLO3 is activated by intracellular alkalinization,
while SLOL1 tail is activated by intracellular calcium [8, 9].

@ Springer
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Recently, Lyon et al. [3] found an inhibitor (VU0546110)
with higher specificity for hNSLO3 than hSLO1, which phar-
macologically blocked hSLO3 and diminished the fertility
potential of human spermatozoa. Even more, they demon-
strated that the toxin IbTX blocks both channels, with a
higher potency to hSLO1. Nonetheless, depending on the
physical screening of available compounds, it highly limits
the research to chance alone and makes it expensive and
laborious [10].

A valuable and complementary tool in drug discovery
is computational techniques [11]. These have been used in
male contraceptive research to find new inhibitors of key
molecular targets [12, 13] and provide molecular details
of their interaction [14]. Molecular dynamics have been
implemented to evaluate toxins and ion channel interaction
[15] and tune toxin selectivity [16, 17]. For these reasons, in
order to provide structural insights for the rationalization and
further design of specific hRSLO3 inhibitors, we employed
computational techniques to examine the IbTX/hSLO3 and
IbTX/hSLOI complexes and compared their differential
molecular interactions.

Methods
Homology modeling

Due to the absence of the experimental three-dimensional
structure of hSLO3, we obtained the coordinates of the chan-
nel using homology modeling. The amino acid sequence
of the channel was recovered from UniProtKb (ASMYU2)
[18], and BLAST protein—protein research [19] was carried
out in the Protein Data Bank [20]. BLAST results located
the structure of hSLO1. Using the closed conformation
structure as template (RSCB 6 V35), the theoretical model
of hSLO3 was generated using the SWISS-MODEL server
[21]. Structural alignment to the corresponding hSLO1
structure in Discovery Studio 2016 was implemented to
obtain the homotetramer structure of hSLO3. Up next, the
hSLO3 model was protonated to a pH of 7.4 using the pro-
tein prepare module of the play molecule server [22]. Once
the protonation state was adjusted, the model was minimized
in vacuo using the Amber ff14SB forcefield with 1000 steps
of steepest descents in Chimera 1.15 [23]. Finally, to evalu-
ate the structural quality of the model, structural alignment,
local geometry, and Ramachandran plot analysis were car-
ried in the SWISS-MODEL [24] and Raptor X servers [25].

For IbTX, the structure was recovered from the database
of proteins Alphafold (UNIPROT P24663) [26]. In the case
of hSLOI, the experimental structure in closed conformation
(RSCB 6 V35) was employed, following the same steps of
hSLO3 for model refinement.

@ Springer

Molecular docking

Once the models were obtained, restrained-based molecu-
lar docking was implemented between the channel struc-
tures and IbTX using HADDOCK 2.4 [27]. For this,
docking was restricted to the extracellular region of the
channels, defined as the hydrophilic portion identified on a
Kyte-Doolittle scale in Discovery Studio 2016. In the case
of IbTX, the toxin residues K27 and R34 were defined as
active residues, based on experimental implication [28,
29]. For docking parameters, sampling, scoring and anal-
ysis parameters default values were used. From the top
cluster, the docking pose with the smallest HADDOCK
score was selected. Interactions of the complexes were
then evaluated with Ligplot +Dimplot [30].

Molecular dynamics

Initial structures for molecular dynamics were chosen
according to the Z score and HADDOCK score of the
complexes. The systems were prepared using CHARMM-
GUI membrane builder [31]. Briefly, the complexes were
embedded in a POPC bilayer of 88 and 90 lipids in the
upper and lower layers, respectively. The systems were
solvated with TIP3P and neutralized with 41 and 51
sodium and chlorine ions, corresponding to a concentra-
tion of 0.15 M. All the above, was assembled in a 90 X 90
x 107 A box. Next, using GROMACS v2023.1 [32], the
CHARMM36 force field was typed [33].

Long-range electrostatic interactions were handled
using the Particle Mesh Ewald method, while bonds were
kept rigid with the LINCS algorithm. The system was
minimized using the steep descent algorithm using 5000
steps or until a maximum force of less than 1000 kj/mol/
nm was obtained.

After minimization, the systems were equilibrated using
the standard CHARMM-GUI protocol of six equilibration
steps. Finally, the simulations were run for 500 ns in an
NPT ensemble at 297.15 K and 1 atm using the v-rescale
thermostat and the Parrinello-Rahman barostat.

Trajectory analysis

Trajectories were analyzed with GROMACS packages.
Root mean square deviation (RMSD) between the chan-
nels and IbTX allowed us to analyze the stability of
the complexes. The average number of hydrogen bonds
formed between the channels was analyzed. Finally, bind-
ing energy and decomposition analysis was evaluated by
MM/GBSA with gmxMMPBGBSA .py [34], employing the
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frames of the whole simulation. For this, GB-OBC1 model
was selected, and internal dielectric constant was set to 1
[35]. For decomposition analysis, the energy decomposi-
tion scheme was set to 1, and all other parameters were set
to default.

Results and discussion
Modeling and molecular docking

BLASTDp research identified the structure of hSLO1 chan-
nels in open (RSCB 6V22) and closed conformation (RSCB
6V35). These structures were experimentally determined
through electron cryo-microscopy and have a resolution
comparable to structures resolved through X-ray crystal-
lography and nuclear magnetic resonance [36].

hSLOL1 shares a sequence identity of 45% with the com-
plete sequence of hSLO3 and raises up to 65% in the pore
domain (Figure Sla). Given that a sequence identity over
30% is considered sufficient for the generation of theoretical
models [37], we used the hSLOI structures as a template
for the generation of the homology models of hSLO3 in
open and closed conformation. However, considering that
IbTX has been added to spermatozoa before capacitation,
which would correspond to an inactive state of SLO3, we
limited further experiments to the hSLO3 model in closed
conformation.

Once the homology model was determined, we evaluated
its structural quality. According to the RMSD of the align-
ment, the generated model has a high structural similarity to
its template (Figure S1b). In the case of the Ramachandran
plot, 95% of amino acids were found in favorable regions,
which correspond to a correct stereochemical configura-
tion (Figure S1c). Finally, according to the QMEANbrane
value of 0.84 (where one is the maximum value), the model
possesses good local geometry (Figure S1d). Overall, this
assessment demonstrates the high quality of our hSLO3
homology model.

The structure of IbTX was obtained from the Alphafold
database. This model presents high confidence prediction
levels in all its residues, and all their amino acids are located
in favorable regions (Figure S2). Further supporting its use,
it has been estimated that small proteins predicted through
Alphafold have more or the same quality than models
obtained through nuclear magnetic resonance [38].

With the quality of the three-dimensional structures con-
firmed, we obtained the IbTX/hSLO3 and IbTX/hSLO1
complexes with HADDOCK. We observed that K27 of the
IbTX occluded the pore channel of hSLO3 coordinated by
the Phe279 residues of the selective filter (Fig. 1a). This
result is consistent with the binding mode of alpha-KTx
toxins, where a basic residue inserts into the pore of the

channel [39]. Similar results were obtained on the IbTX/
hSLO1 complex (Fig. 1b). However, in contrast to the IbTX/
hSLO3 complex, IbTX forms more hydrogen bonds with
hSLO1. Being residues Gly356, Tyr359, and Lys361 of
hSLO1 involved in multiple hydrogen bonds with IbTX, not
observed in the IbTX/hSLO3 complex.

Based on the structural alignment, Gly356 and Lys361
would correspond to the conserved Gly280 and Lys285
of hSLO3, whereas Tyr359 of hSLO1 corresponds to the
smaller Val283 of hSLO3. This last residue has been pro-
posed to be important in establishing selectivity to toxins
in potassium channels. Particularly, Chen and Chung [40]
suggested that a change of Tyr381 to Val381 favors the pref-
erence of maurotoxin to Kv1.2 over Kv1.1 channels. In the
context of the alpha-KTx 01 subfamily, charybdotoxin has
a higher selectivity to Kvl1.1 than Kv1.2 [40], which could
indicate that a Tyr residue in this position is more benefi-
cial than a Val residue in this subfamily of toxins. Indeed,
mutagenesis analysis has shown that Y359 V reduces the
affinity of IbTX to hSLO1 [41].

One possible explanation for this reduced affinity is the
types of interactions in which these residues are involved.
For example, Gly356, Lys361, and Tyr359 of hSLO1 form
hydrogen bonds with Cys7, Trpl4, Cys28, Asp24, Gly26,
and Tyr36 of IbTX, whereas Cys7, Trp14, Cys28, and Tyr36
make hydrophobic contacts with hSLO3. In this way, bind-
ing of IbTX to hSLO3 appears to depend more on hydro-
phobic contributions and could help explained the reduced
potency of IbTX to hSLO3, compared to hSLO1 [3].

Molecular dynamics

To evaluate the stability of the previous complexes and vali-
date the binding modes, molecular dynamics simulations
were carried out. CHARMM-GUI server was used to con-
struct the systems (Fig. 2). Once the system was built, it was
minimized and equilibrated using the standard CHARMM-
GUI protocol. Finally, molecular dynamics simulations were
run in Gromacs for 500 ns.

Both complexes remained stable after 60 ns of the simula-
tions, according to the RMSD between complex and toxin
(Fig. 3, left), with the exception of a transient increase of
the RMSD of the hSLO3/IbTX complex at 400 ns due to the
partial movement of a flexible loop of IbTX (Movie S1). In
contrast to hSLO3, hSLOI required lower times for stabili-
zation, explained by the higher initial number of hydrogen
bonds seen in the complexes (Fig. 3, right).

Up next, we explored the average hydrogen bond forma-
tion between the residues of the toxin seen in the docking
model and the ion channels (Table S1). As expected, we
saw that Val283 of hSLO3 does not form hydrogen bonds
with IbTX, in contrast to Tyr359 of hSLOI. Similarly, Ser8,
Trpl4, Arg25, and Asp24 of IbTX forms more hydrogen
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Fig.2 Representative image of the molecular dynamics systems.
hSLO channels are embedded in a POPC bilayer, solvated with
TIP3P and neutralized with sodium and chlorine ions. IbTX is shown
occluding the pore of the channel

bonds with hSLO1 than with hSLO3. However, in contrast
to the binding mode obtained by docking, Ser10, Gly30,
and Lys31 made more hydrogen bonds with hSLO1 than
with hSLO3.

Binding energy

To further explore these differences, we analyzed the
binding energy of the complexes applying MM/GBSA.

We observed a higher binding energy in the complex of
IbTX/hSLO1, compared to IbTX/hSLO3 (— 55.72 vs.
— 18.23 kcal/mol), as expected of their potency difference
[3]. Though we did not explore the potential influence of
the LRRC52 auxiliary subunit and more rigorous studies
of free energy calculation are required to validate the bind-
ing energies obtained, finding similar binding energy dif-
ferences supported by the literature prompt us to analyze
the binding energy contribution of each amino acid in the
toxin-channel complexes.

Here, we saw that Trp14, Arg25, Arg34, and Tyr36
made a higher contribution in the binding energy of IbTX/
hSLO1, compared to IbTX/hSLO3 (Fig. 4a). To explore
the potential value of modifying these residues, we sub-
tracted the side chain contribution from the total contribu-
tion of each amino acid to the binding energy. We found
that the side chain contribution of Trpl4 and Arg25 is
important to hSLO1 but not to hSLO3, which is in agree-
ment with the hydrogen bond exploration and the docking
model (Table S1; Fig. 1).

With this, we proposed that Tyr359 of hSLO1 interacts
with Trp14 via hydrogen bond formation, whereas Val283
of hSLO3 is limited to hydrophobic interactions. Similarly,
Ala336 of hSLOI makes a hydrogen bond with Arg25, in
contrast to the hydrophobic interaction between Asn260 of
hSLO3 and Arg25 of IbTX (Fig. 4b; Table S2; Figure S3).
In this way, our model suggests that modifying Trp14 and
Arg25 of IbTX should reduce its affinity to hSLO1, with
minimal alterations in its interaction with hSLO3. Indeed,
mutagenesis analysis shows that Trp14 and Arg25 of the
homologous toxin, charybdotoxin, are crucial for the bind-
ing of BK channels [42].

RMSD (nm)

0.6

SLO3
— SLOI

Hydrogen bonds

L 1 P P " L

Time (ns)

0 o
0 100 200 300 400 500

Time (ns)

Fig.3 Trajectory analysis of the IbTX/hSLO3 and IbTX/hSLO1 complexes. A RMSD of the complexes and the toxin. B Number of hydrogen
bonds formed during the time of simulation between SLO1 and SLO3 with IbTX
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Conclusions

In this work, the differential molecular interactions
between IbTX and the hSLO3 and hSLOI1 channels were
explored using molecular dynamics. The simulations show
that Ala336 of the turret region and Tyr359 of the selec-
tive filter of hSLO1 confer a greater affinity to IbTX when

@ Springer

of IbTX. In the absence of a Tyr residue at position 283 in hSLO3,
Val283 mediates the hydrophobic interaction with Trpl4 of IbTX.
Similarly, Asn260 of hSLO3 is limited to hydrophobic interactions
with Arg25, in contrast to the hydrogen bond between Ala336 of
hSLO1 and Arg25

compared to Val283 and Asn260 of hSLO3. Potential part-
ners mediating this interaction are Trpl4 and Arg25 of
IbTX, making them candidates for the alteration of IbTX
specificity. Overall, our results support the role of IbTX as
an hSLO3 blocker, identifying key residues in the binding
mode of the complexes with the hope to speed the much-
needed development of novel male contraceptives.
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Abstract

Health, social, and ethical considerations highlight the need for new male contraceptives.
Pimozide is an FDA approved drug known to block T-type calcium channels and which
shares structural similarities with mibefradil, a proven antagonist of the CatSper channel.
In this study, we examined the effect of pimozide on CatSper, a key target for non-
hormonal male contraception. Molecular docking and molecular dynamics simulations
were carried out to assess how pimozide binds within the channel pore, and binding
energies were estimated using MM-GBSA. To determine its impact on sperm function, we
evaluated hyperactivation, the acrosome reaction, and CatSper activity. Our
computational analyses indicate that pimozide functions as a pore blocker of the CatSper
channel. Experimental findings further support this, showing that pimozide inhibits
CatSper activity, and impairs hyperactivation and the acrosome reaction in human
spermatozoa. Overall, these results identify pimozide as a novel CatSper antagonist and
propose a binding mode, offering a basis for the rational design of reversible, non-
hormonal male contraceptives that target the CatSper channel.

Keywords: male contraception; CatSper; molecular dynamics; pimozide
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deferens blockers, have advanced to clinical trials [7], and one target-based strategy is also
in testing [8]. However, the high attrition rates in drug development highlight the
importance of pursuing alternative molecular targets.

The CatSper channel, a sperm-specific cation channel essential for male fertility, is an
attractive non-hormonal target [9,10]. CatSper is a complex ion channel composed of at
least 14 subunits, four a-subunits form its heterotetrameric pore region. CatSper plays a
vital role during sperm capacitation, being the principal channel responsible for calcium
influx in spermatozoa. This influx of calcium is needed for sperm to acquire
hyperactivation, an asymmetric motile pattern that allows spermatozoa to navigate the
viscous female reproductive tract. For CatSper, several antagonists have been reported
[11-20], but structural insights remain limited, slowing drug development. To accelerate
this process, drug and scaffold repurposing are valuable strategies to consider.

Here, we investigated the potential of pimozide, an antipsychotic drug approved for
tics treatment in Tourette’s syndrome [21] as an antagonist of CatSper. Particularly, we
choose pimozide for a variety of reasons. Since pimozide is an FDA approved drug,
repurposing holds the potential to hasten the development of male contraceptives.
Furthermore, pimozide is structurally similar to mibefradil, a known antagonist of
CatSper. Finally, since it's known that pimozide acts as a pore blocker to other calcium
channels, we could evaluate in silico the pore blocking action of pimozide on the CatSper
channel.

2. Results
2.1. Homology Modelling

For the determination of the three-dimensional structure of the CatSper, we
employed homology modelling. For this, we used the a-subunits of the known structure
of the mouse Catsper channel, which is in a presumed closed conformation due to its pore
dimensions. The amino acid sequence of a-subunits of the human CatSper channel has
mean 66.23% identity with the mouse CatSper channel. Since this value exceeds the
minimum rule of thumb of 30%, we used the SWISS-MODEL server for the generation of
the model. With respect to its structural quality, over 95% of the amino acids of the model
are in favorable regions of the Ramachandran plot (Figure Sla). Furthermore, the model
presents a score of 0.85 in QMEANbrane (https://swissmodel.expasy.org/qmean/,
accessed on 1 January 2026), a web software specialized in quality assessment of
membrane proteins (Figure S1b). Taking these results together, our model presents
optimal stereochemistry and local geometry.

2.2. Molecular Docking and Molecular Dynamics

After evaluating the quality of our model, we proceeded with the docking of
pimozide. Since the pore of the human Cav3.3 channel is the binding site of pimozide and
mibefradil, a known antagonist of CatSper, we selected the pore of CatSper channel as the
binding site. The docking score of the top pose was —10.9 kcal/mol, indicating a favorable
interaction.

To evaluate the stability of pimozide on the pore of the CatSper channel, we
simulated the system for 500 ns (Figure 1a). We saw that pimozide remained in the pore
of the channel throughout the simulation time period (Video S1), and that after 350 ns, all
the four replicas remained stable, with two of the four replicas presenting two or more
transient stable conformations (Figure 1b).
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Figure 1. Molecular dynamics of the CatSper-Pimozide complex. (a) Representation of the molecular
system. The pore of the CatSper channel is shown in cyan, embedded in a POPC bilipid layer in
brown. Pimozide is shown in red, occluding the pore. (b) RMSD of the complex during 500 ns of
simulation. Each color represents a replica of the system.

To obtain the most representative binding mode, we selected the top cluster of the
last 100 ns of each simulation. Hydrophobic interactions between the rings of pimozide
and the subunits of CatSper appeared consistently in all replicas (Figure 2). Hydrophobic
interactions are mediated by the fluorophenyl rings and the benzimidazole ring.
Hydrogen bonds were formed in the piperidine ring in its amide group in three of the
four replicas with an asparagine, and in the fluorine atoms in two of the four replicas
(Figure S2).
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Figure 2. Binding mode of the most representative cluster after 400 ns. (a,b) pimozide-CatSper side
and top-down view. (c,d) binding mode of pimozide within the pore of CatSper. Pimozide interacts
with CatSper mainly through hydrophobic interaction with its ring system.

Finally, to evaluate the binding affinity of pimozide, we estimated the Gibbs free
energy with MM-GBSA. Here, we saw that pimozide presents a favorable binding energy
(-109.856 kcal/mol, Table S1), which prompts us to evaluate its effect on human
spermatozoa.

2.3. Sperm Hyperactivation

The hallmark of CatSper function is sperm hyperactivation [12]. During capacitation,
sperm exhibit hyperactivated motility, a pattern dependent on calcium entry via CatSper,
which facilitates movement through the viscous female reproductive tract [22]. Due to
this, we asked if exposing sperm to pimozide could inhibit the acquisition of
hyperactivation. For this, we choose concentrations of pimozide (0, 0.01, 0.1, 1, 10 and 100
uM), overlapping the peak serum concentration of 0.04 uM [23]. Here, we saw a reduction
in hyperactivated spermatozoa exposed to increasing concentrations of pimozide.
Pimozide acted in a dose-response manner on hyperactivation with an IC50 of 2.92 uM
(Figure 3a).
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Figure 3. Pimozide alters the functionality of human spermatozoa. (a) Human sperm were exposed
to pimozide (0~100 uM) incubated for 2 h. Hyperactivation was evaluated in at least 5 different
fields with OpenCASA. (b) After 4 h of capacitation with or without pimozide 10 uM (Pimo),
spermatozoa were exposed to progesterone (P4) or DMSO (control). Results are expressed as mean
+ SEM. Different letters indicate statistical differences, n =8.

2.4. Acrosome Reaction

Another key function of sperm for human fertilization is the acrosome reaction (AR).
This reaction is an exocytotic process that depends on calcium and allows sperm to bind
to the ovum [24]. Though the involvement of CatSper in the AR is debated [9,25], this
reaction can be induced with progesterone, an agonist of CatSper and a physiological
inductor of the AR [15,16,24]. To compare the potency of pimozide with other antagonists
of CatSper, we evaluated its effect using a concentration of 10 uM pimozide. Here, we saw
that the number of reacted spermatozoa was significantly higher in the group exposed to
progesterone than in the control group. In contrast, spermatozoa exposed to pimozide
maintained the same levels of reacted sperm as the control group, even in the presence of
progesterone (Figure 3b).

2.5. CatSper Activity

While the detrimental effect of pimozide on functions dependent on calcium entry to
sperm is suggestive of its action on CatSper, there is a need to employ validated assays of
the activity of CatSper [26]. For this, we measured with fluorimetry the changes in the
membrane potential of a population of spermatozoa after calcium chelation in the
presence or absence of pimozide. In the absence of extracellular calcium, an influx of
sodium mediated by CatSper depolarizes the sperm membrane. We saw that sperm
exposed to pimozide in non-capacitated conditions respond significantly less to the
chelation stimulus (Figure 4b).
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Figure 4. Pimozide inhibits the activity of CatSper in non-capacitating conditions. After 5 min of
basal DISC3(5) fluorescence recording, 3.5 mM of EGTA was administered to the cuvette. (a)
Representative traces of the CatSper activity assay in non-capacitated sperm. (b) CatSper activity in
the presence or absence of 10 M pimozide, in non-capacitated sperm, n=5.* p < 0.05.

3. Discussion

Despite the growing demand for male contraceptives, no new options have been
approved. To provide a framework for the characterization of novel antagonists of
CatSper, we examined with computational and experimental approaches the potential of
pimozide as a pore blocker of the CatSper channel.

Molecular docking and dynamics simulations revealed favorable interactions
between pimozide and the CatSper pore. The docking scores, stability of the complex, and
binding free energy rescoring with MM-GBSA indicate strong binding. The predicted
binding mode involves hydrophobic interactions and hydrogen bonds. This aligns with
the known binding of pimozide to the human Cav3.3 channel at the fenestration site
between the selectivity filter and the intracellular gate and shares the formation of a
hydrogen bond between an asparagine and the benzimidazole group [27]. Interestingly,
while the fluorophenyl groups of pimozide in Cav3.3 are oriented toward the intracellular
gate, our model positions them near the selectivity filter, suggesting potential avenues for
selectivity optimization. This is worth exploring considering the IC50 of pimozide on
Cav3.3 vs CatSper (0.77 vs. 2.92 uM) [27]. Enhancing shape complementarity between
ligand and receptor, for example, by introducing hydrophobic moieties to occupy the
binding cavity, is a proven strategy to improve affinity and reduce off-target effects [28].
Indeed, structure-activity relationship studies have applied this approach to pimozide,
successfully reducing its affinity for dopamine receptors [29], reinforcing its potential as
a scaffold for male contraceptive development. However, future studies, using patch-
clamp electrophysiology and experimental structure determination techniques, are
needed to validate the pore blocking action of pimozide and the proposed binding mode.

To explore our computational findings, we assessed the effects of pimozide on
human sperm function. Pimozide induced a dose-dependent decrease in the percentage
of hyperactivated sperm, consistent with previous reports on other CatSper antagonists,
including RU1968 [18], mibefradil, ML218, medroxyprogesterone acetate, levonorgestrel,
aldosterone [11], HC-056456 [12], and NNC55-0396 [30]. With respect to the IC50 of
pimozide, this was comparable to the IC50 of other antagonists of CatSper (Table 1).
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Table 1. IC50 comparisons between known CatSper antagonists and pimozide.

Compound IC50 (uM) Method of Determination =~ Reference
RU1968F1 04 Patch-clamp [18]
Tetrahydrocannabinol 1.88 Fluorimetry [20]
Cannabidiol 247 Fluorimetry [20]

Pimozide 292 Hyperactivation This study
HC-056456 3 Fluorimetry [12]
RU1968F1 3.1 Fluorimetry [18]
ML218 5 Fluorimetry [11]
Medroxiprogesterone 6.1 Fluorimetry [11]
Sertraline 4.61-16.19 Fluorimetry [19]
Mibefradil 6.18-18 Fluorimetry [16]

The AR also depends on calcium entry [24]. Pimozide has been previously shown to
reduce the AR induced with solubilized zona pellucida in human sperm [31]. Here, we
looked at the effect of pimozide in the AR induced with progesterone and observed
similar results. Since the zona pellucida elicits the AR by stimulating CatSper via a
different mechanism than progesterone [32], our results argue in favor of a direct action
of pimozide on CatSper.

Other antagonists of CatSper reported to reduce the percentage of AR induced by
progesterone are: RU1968 [18], HC-056456 [12], mibefradil [25], and sertraline [19].
Similarly to others [18], pimozide did not increase the spontaneous AR (sAR) percentage,
sAR is the acrosome reaction that occurs without the presence of any inducer, like
progesterone that can be used as a positive control. However, some studies have reported
an increase in the sAR in the presence of known inhibitors in capacitated [20,33] and non-
capacitated sperm [34].

To evaluate the activity of CatSper in a validated assay, we measured the changes in
the membrane potential before and after chelating extracellular calcium in the presence or
absence of pimozide. We saw that pimozide was capable of reducing the response of this
chelating stimulus. Future studies could explore ligand binding to the channel in an open
state and assess different incubation times. Moreover, our study was limited by not
modeling additional CatSper subunits, restricting the evaluation of other potential
binding sites. Finally, due to the reported cardiotoxicity of pimozide and its known ability
to block T-type calcium channels and dopamine receptors, development of male
contraceptives based on this scaffold must carefully consider selectivity profiles or
possible side effects.

4. Materials and Methods
4.1. Homology Modeling

The structure of the human CatSper channel was modeled using the SWISS-MODEL
server (https://swissmodel.expasy.org, accessed on 1 January 2026) [35]. The a-subunits
from the Catspermasome structure (RCSB 7EEB) served as templates [36], and structural
alignment was performed to reconstruct the heterotetrameric, pore-forming region of the
channel. The model was protonated at pH 7.4 using the AddH module in Chimera v1.15
[37]. Model quality was assessed via Ramachandran plots, while local geometry was
evaluated using the QMEANDbrane web server [38].

4.2. Molecular Docking
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The structure of pimozide was recovered from the Drug Bank database [39] and was
energy-minimized in Avogadro V1.2.0 with the MMFF94 force field and the steepest
descent algorithm [40]. Open Babel V3.1.1 was used to convert to the PDBQT format [41].
Next, the CatSper pore was selected as the docking site. A grid box of 26 x 26 x 26 A
covering the pore was used, and docking was conducted with AutoDock Vina (version
1.2.7) [42]. The highest-scoring pose of the pimozide-CatSper complex was selected for
molecular dynamics simulations.

4.3. Molecular Dynamics

The complex was embedded in a POPC membrane, solvated with TIP3P water, and
neutralized with Na* and Cl-ions at 0.15 M using CHARMM-GUI (https://www.charmm-
gui.org, accessed on 1 January 2026) [43]. Simulations were run in GROMACS 2023.5 [44]
with the CHARMM36f force field [45], and pimozide topology was assigned via CGenFF
[46]. Electrostatics were treated with the Particle Mesh Ewald method, and all bonds were
constrained with LINCS. Energy minimization was performed using the steepest descent
algorithm for 5000 steps or until the maximum force fell below 1000 k]-mol-nm-1. The
system was equilibrated according to the six-step CHARMM-GUI protocol, followed by
four 500 ns production simulations in the NPT ensemble at 310.15 K and 1 atm using the
v-rescale thermostat and Parrinello-Rahman barostat.

4.4. Trajectory Analysis and Binding Free Energy

Root mean square deviation (RMSD) was calculated with GROMACS tools. The
relative binding free energy was estimated using gmx_MMGBPBSA (version 1.6.4) [47],
analyzing all frames from the last 100 ns of each replica at 310.15 K and 0.15 M ionic
strength with the GBneck (igb7) model. The mean structure of the top cluster from the last
100 ns was selected to represent a plausible binding mode. Molecular interactions were
analyzed using Ligplot+ v22.9, PyMOL v3.1.6.1 and the Protein Imager server
(https://3dproteinimaging.com/protein-imager, accessed on 1 January 2026) [48-50].

4.5. Semen Sample Collection

For the in vitro portion of the study, ethical approval from the Ethical Committee of
the Faculty of Medicine, Autonomous University of Queretaro (protocol code BIOM-
013/2024-6 and date of approval 28 June 2024) was obtained. Next, 8 male participants
with at least 2 days of sexual abstinence and normal semen parameters according to the
WHO manual 5th edition were recruited, excluding participants with known sexually
transmitted infections, chronic diseases, use of illicit substances or under pharmacological
treatment. After written informed consent, semen samples were requested. According to
WHO guidelines, a normal semen analysis typically shows a volume of at least 1.5
milliliters, a sperm concentration of 15 million sperm per milliliter or more, at least 40%
motility, and a morphology with at least 4% of sperm having a normal shape. For this,
human sperm concentration was measured with a Makler chamber. Semen volume was
determined with a serological pipette. Morphology was analyzed with the Diff-Quik stain
following the WHO 5th edition strict criteria. Motility was measured by placing 10 uL of
the semen sample in a slide with a coverslip of 22 mm by 22 mm, categorizing sperm
movement in progressive motility, non-progressive motility and immotility.

4.6. Sperm Hyperactivation

Semen samples were liquefied and processed using the swim-up method. Aliquots
of 500 uL semen were layered with 500 uL Ham’s F-10 medium (ThermoFisher Gibco
catalog number: 11550043, Waltham, MA, USA) in Falcon tubes, inclined at 45°, and
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incubated at 37 °C with 5% CO: for 1 h. The upper fraction was collected and adjusted to
10 x 10¢ sperm/mL. Samples were split into six groups exposed to varying concentrations
of pimozide (0-100 uM) in a medium containing 5 mg/mL bovine serum albumin for 3 h.
Motility was recorded in five fields per sample at 10x magnification (60 fps, 2048 x 1536
pixels), and hyperactivation was determined with OpenCASA based on a lateral head
displacement (ALH) = 3.5 um, mean curvilinear velocity (VLC) > 150 um/s, and a linearity
(LIN) < 50%.

4.7. Acrosome Reaction

After swim-up, sperm were capacitated for 4 h with or without 10 M pimozide, then
treated with 10 uM progesterone or 0.1% DMSO for 30 min. Samples were centrifuged,
resuspended in cold methanol, smeared, air-dried, and stained with FITC-PSA. At least
100 spermatozoa per sample were analyzed under fluorescence microscopy (498/517 nm).

4.8. CatSper Activity

Membrane potential changes in response to EGTA (Fecra) were measured in sperm
adjusted to 5-10 x 10/mL and pretreated with 10 uM pimozide before DISC3(5) loading
to a final concentration of 1 uM. 3.5 mM of EGTA was added after 5 min of basal
fluorescence (Fo), with fluorescence being recorded at 620/670 nm at 37 °C. Fecraso ratios
were used to quantify CatSper activity [26].

4.9. Statistical Analysis

The distribution of the variables was evaluated with the Shapiro-Wilk test. Group
comparisons were performed using paired Student’s t-test for the CatSper Activity
dataset, and repeated measures ANOVA followed by Tukey HSD test for the reacted
sperm dataset. Three parameter Hill equation was fitted to estimate the half maximal
inhibitory concentration (IC50). Data are presented as mean + standard error, with p <0.05
set for statistical differences. GraphPad Prism 10.2.0 software was used for all statistical
analysis.

5. Conclusions

Overall, we have characterized in silico and in vitro, the non-hormonal contraceptive
potential of pimozide. Our results suggest that pimozide can potentially function as a
scatfold for the generation of male contraceptives targeting the complex CatSper channel,
though repurposing pimozide as a CatSper antagonist is contingent on in vivo data.
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VIl. Conclusiones

Los modelos tedricos de los canales de CatSper y SLO3 de humano permitieron

identificar potenciales moléculas antagonistas de los canales y proponer modos de

unién. De estas, se caracterizo in vitro el efecto de pimozida sobre espermatozoides

de humano, mostrando que es capaz de afectar negativamente funciones que

dependen del correcto funcionamiento de CatSper.
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Carta de consentimiento informado para pacientes

“Analisis in silico e in vitro de moléculas con potencial uso de anticonceptivos
masculinos sobre la funcionalidad del espermatozoide humano”

El presente estudio se encuentra bajo la supervision de la Dra. Ana Alicia Sanchez
Tusie, adscrita a la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de Querétaro
con direcciéon en Calle Clavel no. 200 Col. Prados de la capilla, Querétaro, Qro.
Teléfono (442)1921200. Asi mismo, este estudio sera realizado por el responsable
del proyecto: MC. Jorge Arturo Torres Juarez, estudiante del programa de
Doctorado en Ciencias en Biomedicina de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Querétaro.

Lo invitamos a tomar parte en un estudio de investigacién en la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Querétaro, Campus Aeropuerto. Esta hoja
de consentimiento puede tener términos médicos con los que usted no esté
familiarizado, por favor siéntase libre de preguntar todo aquello que no entienda
claramente.

Los métodos anticonceptivos son una solucion clave para prevenir los embarazos
no planeados. Sin embargo, la carga en este cuidado recae principalmente en la
mujer, de tal modo que hace falta aumentar las opciones de anticonceptivos
masculinos. De este modo, el objetivo del estudio es evaluar el efecto anticonceptivo
de moléculas sobre la funcionalidad de los espermatozoides.

El presente estudio es un estudio experimental in vitro y tendra un tiempo de
duracion aproximado de 40 minutos. En este estudio, los datos y la muestra
pertinente del participante son tomados en una sola ocasion.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO.

Fase de evaluacion inicial: Evaluar la historia clinica del participante, con especial
atencion a infecciones en los ultimos 3 meses, diagndstico de enfermedad venérea,
lesidn en la columna vertebral, uso de narcéticos y diagndstico de diabetes.

Fase de pruebas fisiologicas: Obtencidén de la muestra de semen: Se dara un
recipiente previamente rotulado, solicitando al participante proporcionar la muestra
de semen en un cuarto privado ubicado en la proximidad del laboratorio.

Costo de las evaluaciones: La evaluacion de la muestra de semen no tiene costo
alguno para usted.

Beneficios: 1.- Los resultados de la muestra de semen, le permitiran conocer sus
parametros de calidad y funcionalidad de sus espermatozoides y la posibilidad de
recibir recomendaciones de tratamiento en caso de ser necesarios. 2.-
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Indirectamente, usted ayudara al desarrollo de métodos anticonceptivos
masculinos.

Confidencialidad: La informacion que incluya su nombre, direccion u otros datos
personales solo sera registrada en el expediente del protocolo de investigacion, el
cual solo sera consultado por los investigadores involucrados en el estudio. Si los
resultados de esta investigacion fueran presentados en articulos cientificos,
congresos o reuniones médicas y cientificas, su identidad no sera revelada. En caso
de que los estudios o las evaluaciones llevadas a cabo durante el estudio, muestren
hallazgos que se consideren de importancia para la evolucién y/o tratamiento del
cuadro clinico, se solicitara su autorizacion para ser comunicados a su médico
tratante.

Participacion voluntaria / suspension de la participacion: Su participacion en
este estudio es voluntaria. Puede rehusarse a participar o suspender su
participacion en el estudio en cualquier momento.

CONSENTIMIENTO INFORMADO: He leido la carta de consentimiento informado
y entiendo de qué se trata el estudio. He hablado directamente con el responsable
del estudio y ha contestado todas mis preguntas en términos que he podido
entender. Puedo hacer cualquier pregunta en cualquier momento de la
investigacion. Recibi una copia de esta hoja de informacion.

ACEPTO VOLUNTARIAMENTE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO.

Entiendo que puedo suspender mi participacién en el estudio en cualquier
momento sin que esto tenga consecuencias en mi relacién con la institucion.
Mi identidad no sera revelada en ninguna referencia del estudio o sus
resultados. Ademas, recibi una copia de la carta de consentimiento.

Si tengo dudas o requiero informacion adicional respecto al estudio, puedo
comunicarme con la Dra. Ana Alicia Sanchez Tusie ((442)1921200), Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular de la Reproduccién de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma de Querétaro.

QUERETARO, QRO. DD :
MM ANO

Investigador (Nombre, Cargo y
Firma):

En caso de suspender mi colaboracion, autorizo que sigan utilizando mi informacion
hasta que concluya la investigacion:

Si No

Paciente (Nombre):
Firma:
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