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representan PFOA. La exposicion a PFOS produjo un aumento de [Ca?*]i en los
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espermatozoides capacitados en ausencia de cualquier estimulo PFAS + de P4.
G) Espermatozoides capacitados expuestos al estimulo PFOS + P4.
H) Espermatozoides capacitados expuestos a PFOA + estimulo P4 * Los
asteriscos indican diferencias estadisticas significativas en comparacion con el
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flagelo. Control negativo: L-fucosa libre+ lectina UEA. n= 3 experimentos
independientes Yy por dUpliCadO. ........ouuuieiuiiieee e
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Figura 24. El PFOS alterd la distribucion espacial de la f-actina. Espermatozoides
capacitados por 4 h. Se evalud la polimerizacion de la f-actina con colorante
faloidina. Ambos PFAS mostraron disminucién del patron 2 en comparacion con el
grupo control capacitado. C) PFOS y PFOA impidieron la polimerizacion de
membrana de actina-F en la cabeza y la pieza intermedia (patrén 2) en
comparacion con el control capacitado. a, b, c Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas (p < 0.05); media + DE; n= 3 experimentos
independientes Yy pOr dUpliCadO. ........ouuuiiiuiiiiee e

Figura 25. Modelo propuesto de dafio de PFOS y PFOA sobre la capacitacion de
espermatozoides de cerdo. A) Capacitacidn espermatica en ausencia de PFAS.
Tras el correcto eflujo del colesterol por parte de los aceptores de esteroles como
la BSA o HDL se lleva a cabo el transporte equilibrado de Ca?* mediado por los
canales Catsper o PMCA4 (bomba de Ca?* ATP asa) y permite que exista un ligero
incremento de Ca?* fisioldgico para que ocurra con éxito la capacitacion y la RA.
También ocurre la correcta redistribucion de moléculas en la membrana necesarias
para la sefalizacion durante la capacitacion, RA y fertilizacion. Los MDM marcados
con flotilina-1 se distribuyen hacia la zona apical de la cabeza del espermatozoide.
L-fucosa, en su mayoria, deja de estar expuesta como parte de su integracién en
las glicoproteinas de membrana. Hay una correcta polimerizacién de F-actina en
la cabeza del espermatozoide. B) Capacitacion espermatica en presencia de
PFAS. Debido a la literatura, se propone que PFOS y PFOA aumentan el grosor
de la bicapa lipidica incrustandose de manera automatica y espontanea,
generando un efecto de condensacion parecido al colesterol. El eflujo del colesterol
necesario para la capacitacion fue inhibido, por lo que, la membrana se vuelve aun
mas rigida y menos fluida, posiblemente por el incremento de las EROS por parte
de PFOS y a la falta de la actividad de los aceptores de esteroles como las HDL o
el BSA. Cuando se intent6 inducir el transporte de los iones K*y Ca?* mediante
valinomicina y el ion6foro A23187, el dafio por PFAS provocé que no hubiera un
correcto transporte de los iones posiblemente debido a que ninguno de los
ionéforos pudo integrarse debido a la rigidez de la membrana. Segun nuestros
resultados hay presencia de dafo y disfuncion de la membrana plasmatica. Debido
a la disrupcion membranal, a la falta de un gradiente de concentracion, asi como,
a la liberacién de Ca?* desde los compartimientos internos, se presentd una
acumulacion excesiva de Ca?* intracelular a las 3 h de capacitacion. Las PFAS
afectaron la conductancia de la membrana lipidica mediada por valinomicina
alterando el potencial de membrana. La rigidez en la membrana provoca que las
moléculas (glicoproteinas y MDM) no se distribuyan correctamente para su
sefalizacion, importante para los procesos de capacitacion y RA. Asi como, se
inhibid la polimerizacidon de F-actina quedando unicamente los monémeros de G-
= Lo 1]  F- TR P
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Resumen

Los espermatozoides sufren un proceso complejo llamado capacitacion durante su
recorrido en el tracto reproductor femenino. En este proceso ocurre un conjunto de
eventos bioquimicos que tienen como fin la fertilizacion. Algunos compuestos toxicos
pueden interferir en este proceso, incluidos las sustancias perfluoroalquilicas (PFAS)
o también llamados compuestos perfluorados (PFCs) como el sulfonato de
perfluorooctano (PFOS) y el acido perfluorooctanoico (PFOA). Ambos se han enlistado
como contaminantes organicos persistentes y se encuentran en muchos materiales de
uso cotidiano, tienen la capacidad de acumularse en organismos, lo que se ha
asociado con problemas de fertilidad. En este estudio nos enfocamos en evaluar los
efectos deletéreos de PFOS y PFOA sobre la funcionalidad de los espermatozoides
de cerdo y los cambios en la membrana plasmatica (MP) durante la capacitacion.
Identificamos la concentracidn letal media (CL50) que fue de 460 uM para PFOS y
1894 uM para PFOA, asi como, la concentracion de inhibicidon media de la capacitacion
(CIC50) que fue de 274 uM para PFOS y 1458 uM para PFOA, posicionando a estos
dos compuestos en una toxicidad moderada hacia los espermatozoides.
Posteriormente, evaluamos el efecto de 'z de la CL50, concentracion subletal, sobre
los procesos de capacitacion y reacciéon acrosomal (RA), asi como, en cambios
importantes en la MP durante la capacitacion. La proporcion de espermatozoides en
condiciones capacitantes disminuy6 cuando fueron expuestos a PFOS y PFOA, lo que
indica que ambos toxicos generaron dafio a nivel celular, lo que no permitié que se

llevaran a cabo con éxito ninguno de los dos procesos. Para evaluar los mecanismos



del dafo, se analizaron varios parametros esenciales para la capacitacion. El flujo de
calcio intracelular [Ca?*]; se incrementd de manera inusual a lo que ocurre durante la
capacitacion fisiologica. Ademas de que se abatié la entrada de Ca?* inducida
mediante la integracién de un ionoforo. También se observé que el potencial de
membrana (Emv) se alterdé ya que no hubo respuesta con la adicion de Valinomicina y
KCI. Estos resultados nos llevaron a pensar que el dafo se produce a nivel membranal,
por lo que evaluamos e identificamos que la integridad de la MP se encontraba alterada
en un 49 % de los espermatozoides ante la exposicidon con PFOS y un 47 % para
PFOA. Otras alteraciones en la membrana durante la capacitacion en presencia de los
PFAS estudiados han sido la inhibicidén de la salida del colesterol que es indispensable
para la capacitacion espermatica y un cambio en la redistribucion de la L-fucosa, un
residuo de azucar relevante para la fertilizacidon. Se presentaron cambios en la
reorganizacion de los microdominios de membrana y en la polimerizacion de actina-F,
ambos importantes para la sefalizacion del espermatozoide. Estos resultados indican
que PFOS y el PFOA producen daio en la fisiologia de los espermatozoides de cerdo,

durante la capacitacion y la RA debido al dafio y a la disfuncién presente en la MP.



Abstract

Sperm undergo a complex process called capacitation during their journey through the
female reproductive tract. In this process, a set of biochemical events occurs that have
the purpose of fertilization. Some toxic compounds can interfere with this process,
including perfluoroalkyl substances (PFAS) or also called perfluorinated compounds
(PFCs), such as perfluorooctane sulfonate (PFOS) and perfluorooctanoic acid (PFOA).
Both have been listed as persistent organic pollutants and are found in many everyday
materials, and they can accumulate in organisms, which has been associated with
fertility problems. In this study, we focused on evaluating the deleterious effects of
PFOS and PFOA on boar sperm functionality, and plasma membrane (PM) changes
during capacitation. We identified the median lethal concentration (LC50), which was
460 uM for PFOS and 1894 uM for PFOA, as well as the median capacitation inhibition
concentration (CIC50), which was 274 yM for PFOS and 1458 uM for PFOA,
positioning to these two compounds in moderate toxicity towards spermatozoa.
Subsequently, we evaluated the effect of 2 of the LC50, sublethal concentration, on
the capacitation and acrosomal reaction (AR) processes and essential changes in PM
during capacitation. The proportion of spermatozoa in capacitating conditions
decreased when they were exposed to PFOS and PFOA, indicating that both toxins
caused damage at the cellular level, which did not allow either of the two processes to
end successfully. Several parameters essential for capacitation were analyzed to
assess the mechanisms of damage. Intracellular calcium flux [Ca?*] was increased in
an unusual way that occurs during physiological capacitation. In addition, the Ca?*

influx induced by the integration of an ionophore was abated. It was also observed that



the membrane potential (Emv) was altered since there was no response with the
addition of Valinomycin and KCI. These results led us to think damage occurs at the
membrane level, so we evaluated and identified that the integrity of the PM was altered
in 49 % of the spermatozoa when exposed to PFOS and 47 % to PFOA. Other
alterations in the membrane during capacitation in the presence of the PFAS studied
were the inhibition of cholesterol efflux, essential for sperm capacitation, as well as a
change in the redistribution of L-fucose, a sugar residue relevant for fertilization. There
were changes in membrane microdomain reorganization and F-actin polymerization,
both important for sperm signaling. These results indicate that PFOS and PFOA
damage the physiology of pig spermatozoa during capacitation and AR due to the

damage and dysfunction present in the PM.



Introduccion

El espermatozoide requiere de tres procesos de maduracion para lograr la fertilizacion.
Maduracion epididimal, capacitacion y reaccion acrosomal (RA). Durante la
capacitacién espermatica, ocurre un conjunto de eventos bioquimicos que tienen como
consecuencia la preparacion para la RA vy, finalmente, permitir al espermatozoide
fertilizar al ovulo. Algunos compuestos toxicos pueden interferir en este proceso,
incluidos las sustancias perfluoroalquilicas (PFAS) o también llamados compuestos
perfluorados (PFCs) como el sulfonato de perfluorooctano (PFOS) y el acido
perfluorooctanoico (PFOA). Ambos son muy persistentes (United Nations Environment
Program (UNEP) 2009) y se encuentran en muchos materiales de uso cotidiano, se
acumulan en los organismos, lo que se ha asociado con problemas de fertilidad (Toft
et al. 2012). En este estudio, nos enfocamos en evaluar los efectos deletéreos de
PFOS y PFOA sobre la funcionalidad de los espermatozoides de cerdo y los dafios
producidos en la membrana plasmatica (MP) durante el proceso de capacitacion en

presencia de las PFAS.

Toxicologia reproductiva

La toxicologia reproductiva es el estudio de los efectos adversos de las sustancias en
los sistemas neuroendocrinos y reproductivos del embrion, el feto, el neonato, los
mamiferos prepuberes y los adultos. Un xenobidtico es una sustancia extrafia al
individuo, se absorbe, distribuye metaboliza y excreta; experimentando generalmente
transformaciones bioquimicas. Usualmente, no se produce naturalmente o se espera

que no esté dentro del organismo. También, pueden ser sustancias presentes en
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concentraciones mucho mas altas de lo habitual. Se aplica a compuestos cuya
estructura quimica es poco frecuente o inexistente en la naturaleza ya que, en general,
son sintetizados en el laboratorio y utilizados en la industria. La mayoria han aparecido
en el medio ambiente durante los ultimos 200 afos. Dentro de los xenobidticos se
incluyen agentes quimicos naturales o sintéticos, bioldgicos y fisicos y en toxicologia
reproductiva se conocen como reprotoxicos.

Incluyen insecticidas, herbicidas, surfactantes y muchos otros; su produccion se ha
incrementado y causan dafio al ambiente y a la salud. Los mecanismos por los que un
xenobidtico puede generar dafio son: muerte celular, interferencia mitética, alteracion
en la funcidn de los acidos nucleicos, inhibicion enzimatica, falta de sustratos
esenciales, fallas en el aporte de energia, genotoxicidad y alteraciones de las

membranas celulares (Eriksen et al. 2013; Pimentel-Gonzalez et al. 2009).

PFOS y PFOA

Las PFAS son hidrocarburos de 5 a 10 atomos de carbono rodeados por atomos de
flior y un grupo funcional situado en el extremo de la cadena de carbonos. Son
anfipaticos y pueden llegar a disminuir la tension superficial del agua. Su uso comercial
es amplio, se pueden encontrar en ropa, detergentes, champu, teflon de utensilios de
cocina, alfombras, productos de cuero, alimentos y hasta en el agua potable. El PFOS
y el PFOA son muy resistentes a la degradacion y pueden acumularse en los seres
vivos; la vida media calculada en suero de humano es de 4.8 a 5.4 anos para el PFOS
y de 3.5 a 3.8 anos para el PFOA (media geométrica y aritmética) (Olsen et al. 2007).
Este tiempo prolongado en los organismos genera un alto impacto en humanos y
animales (Fei et al. 2009). El carbono y el fluor forman enlaces covalentes C-F muy
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estables, lo que les permiten resistir temperaturas altas, asi como, las bases o acidos
fuertes, pueden descomponerse muy lentamente tanto en el aire como en el suelo. A
pesar de su gran toxicidad, se han producido, utilizado y distribuido por la industria
desde 1940. Las PFAS que mas se producen son el sulfonato de perfluorohexano y el
acido perfluorononanoico, también conocidos por sus siglas PFOS y PFOA,
respectivamente (ATSDR 2015).

En este trabajo se estudiaron PFOS y PFOA, ambos compuestos poseen 8 atomos de
carbono, se distribuyen en el ambiente y son extremadamente persistentes ya que se
degradan muy lentamente debido a su gran estabilidad (Lau et al. 2007; EPA 2012).
Bajo condiciones ambientales tipicas, la vida media de PFOA en agua es
aproximadamente de 41 afios y, para PFOS, 92 afios (EPA 2012). PFOS es un
perfluoroalquil sulfonato, cuya formula molecular es CF3-(CF2)7-SO3H; PFOA, un
perfluoroalquil carboxilato, su formula molecular es CF3-(CF2)6-COOH. A pesar de
que ambos tienen el mismo numero de carbonos, difieren en su grupo funcional
sulfonato para PFOS y acido carboxilico para PFOA, asi como, en el numero de
atomos de fluor, PFOS tiene 17, mientras que PFOA tiene15 (Figura 1).

PFOA es un derivado del acido octandico, su produccion aproximada es de 500
toneladas por afo, se absorbe con facilidad en el tracto gastrointestinal y la via de
excrecion principal es la orina (Andersen et al. 2008). Ambos compuestos se han
enlistado como contaminantes organicos persistentes por la convencion de Estocolmo
debido a su bioacumulacion, persistencia y toxicidad natural (United Nations
Environment Program (UNEP) 2009).

La Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (EPA, siglas en inglés) ha advertido la

presencia de PFOS y PFOA en el agua potable (200 ng/L y 400 ng/L respectivamente),
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lo que puede comprometer la salud publica (EPA 2012). No hay informacion reciente
acerca de la produccion de PFAS, ya que no hay obligacién de reportarlos en EUA
(Forum 2005); el ultimo reporte de produccion de PFAS fue en el 2002 donde se
determind que los volumenes de produccion estaban entre 15,000 - 500,000 libras (6-

227 toneladas métricas).

F F F F F FF F O

F |
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0

Acido perfluorooctanoico (PFOA)

Figura 1. Estructuras de las PFAS: PFOS y PFOA

La produccion de PFAS en EUA disminuyd por parte de las fabricas productoras
incluyendo a “3M”, que era la empresa con la produccién mas importante, pero que ya
no lo produce, y, a pesar de ello, su persistencia y acumulacion resultan detectables
en la poblacién (EPA 2012). Sin embargo, en otros paises, como México, no hay un
control preciso de la produccion de PFAS y esto representa un problema de salud
publica (ATSDR 2015).

Ambos compuestos tienen una gran afinidad hacia la albumina y esto conlleva su
transporte efectivo en el plasma. Las vias de mayor exposiciéon para PFAS son la

ingesta de alimentos contaminados como el pescado, pollo, verduras y frutas; el agua,
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la contaminacion del aire y contaminacion de manos a boca por tener contacto con
alfombras tratadas (ATSDR 2015). Se encontré que PFOA induce tumores en higado
y pancreas en roedores (Forum 2005), también se ha observado que PFOA reduce el
peso al nacimiento y causa muerte neonatal en ratas (Lau et al. 2007). PFOA ha sido
relacionado con preclampsia, cancer de higado, niveles altos de colesterol,
enfermedad de tiroides, colitis, cancer testicular y disminucion en la posibilidad de
embarazo en humanos. También, se ha relacionado con un efecto negativo en
infantes, afectando su desarrollo del aprendizaje, crecimiento y conducta; tiene un
impacto negativo en la efectividad de proteccion de la inmunidad producida por
vacunas. Las PFAS se han relacionado estrechamente con problemas en la salud en
diferentes patologias, por lo que pueden estar implicadas en problemas asociados con

la reproduccion (Anderko y Pennea 2020), especificamente en la calidad espermatica.

Estructura del espermatozoide

El espermatozoide esta formado por una cabeza y un flagelo; en la cabeza se
encuentra el nucleo conformando casi la totalidad de su area. El extremo anterior del
nucleo del espermatozoide esta cubierto por el acrosoma que consta de una
membrana interna y otra externa; es una vesicula secretora que contiene enzimas
hidroliticas necesarias para atravesar las capas externas del 6vulo y poder fertilizarlo.
El nucleo de la cabeza posee el material genético, acido desoxirribonucleico (ADN)
condensado en el que las histonas son reemplazadas por protaminas durante la
espermatogénesis. El flagelo se subdivide en pieza media, pieza principal y pieza
terminal (Figura 2). La pieza conectora es la encargada de unir la cabeza con el flagelo,
y dentro se encuentra el centriolo proximal, excepto en los roedores. Los complejos de
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poro de la envoltura nuclear son empaquetados durante la espermatogénesis
formando la envoltura nuclear redundante que se encuentra en la pieza conectora.
Originalmente se le ha nombrado redundante debido a que su funcion es desconocida,
sin embargo, se le ha asociado con una participacion primordial en la hiperactivacion
de la movilidad flagelar del espermatozoide, debido que funciona como almacén para
el calcio intracelular [Ca?*]i (Ho 2010; Ho y Suarez 2003). En la pieza conectora
también inicia el axonema que se extiende hasta la pieza terminal en una conformacion
9+2, es decir, 9 pares de microtubulos periféricos (A+B) y un par de microtubulos
centrales. Los pares de microtubulos periféricos se unen entre si mediante la nexina.
Los brazos radiales conectan los pares periféricos con el par central. Las dineinas son
proteinas encargadas de otorgar el movimiento flagelar. El axonema que emerge
desde el cuello del espermatozoide va acompafiado, de manera diferente, en cada uno
de los tres segmentos, se rodea de fibras densas externas y de la vaina fibrosa en las
piezas media y principal; sin embargo, la pieza terminal carece de capas fibrosas. La
pieza media del espermatozoide es clave para la movilidad flagelar ya que en ella se
encuentran confinadas de 75 a 100 mitocondrias de manera helicoidal aportando el
adenosin trifosfato (ATP) necesario para el bateo flagelar que rodean a la fibra densa
externa. También aqui se producen las especies reactivas de oxigeno (EROS), que
pueden ser radicales libres, por ejemplo, (02—, HO) y especies reactivas de nitrogeno
(NOS) como (NO * ) o moléculas prooxidantes (H202, HONO>—); un desequilibrio en
su concentracion intracelular puede afectar la calidad y funcionalidad espermatica
(Sierra Vargas et al. 2004). El disco terminal, annulus o anillo de Jensen es el final de

la pieza media donde comienza la pieza principal, compuesta por la capa fibrosa que
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le confiere al espermatozoide soporte y flexibilidad necesarios para su movilidad

(Figura 3) (Sutovsky 2006).
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Figura 2. Estructura del espermatozoide de mamifero. El espermatozoide esta conformado
principalmente por la cabeza y el flagelo. El flagelo se divide en pieza media,
principal y terminal. En la figura se puede apreciar cada uno de los elementos que
lo conforman y lo delimitan (Modificado de Jack, 2022).
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Figura 3. Representacion esquematica del sistema flagelar. A) Estructura general del

espermatozoide conformado principalmente por pieza media, pieza principal y pieza
terminal; se muestra la pieza conectora y el anillo de Jensen. B) Segmento flagelar
de la pieza media conformado por la vaina mitocondrial, vaina fibrosa, fibras densas
externas y axonema. C) Segmento flagelar de la pieza principal, desaparece la
vaina mitocondrial por ello se reduce el diametro. D) Desaparecen las fibras densas
y la vaina fibrosa por lo que el diametro del flagelo es aun mas pequefio. El axonema
se conforma por un par central de microtubulos que se conectan a los pares
externos mediante los brazos radiales. La nexina se encarga de unir cada par
externo de microtubulos. En cada microtubulo externo se encuentran los brazos de
dineina, la proteina motora para el bateo flagelar dependiente de ATP. Tomado y
modificado de (Turner 2003).
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Capacitacion espermatica

Es necesario que el espermatozoide pase por tres estados de maduracién: epididimal,
capacitacion y RA para poder fertilizar al évulo (Gadella y Luna 2014). La capacitacion
espermatica implica una serie de cambios bioquimicos y fisioldgicos que experimentan
los espermatozoides de mamiferos en el oviducto. Estos cambios implican aumento
en los iones internos de calcio [Ca?*]; y bicarbonato (HCOs-), que son necesarios para
activar la adenilato ciclasa soluble (sAC) que produce adenosina monofosfato ciclico
(AMPc). EI AMPc activa la via de la proteina quinasa A para la fosforilaciéon de
proteinas en los residuos de tirosina, que es esencial para inducir la movilidad
hiperactivada (Gadella y Luna 2014).

Durante la capacitacion, la membrana plasmatica (MP) aumenta su fluidez y su
permeabilidad debido a la salida de colesterol, se hiperpolariza y el citoesqueleto de
actina se remodela. También hay pérdida, reorganizacion y/o modificacion de
fosfolipidos, de los microdominios de membrana (MDM), de las proteinas y
glicoproteinas de la MP (Florman y Ducibella 2006). Las mitocondrias generan EROS
en los complejos de la cadena respiratoria, principalmente a través de las reacciones
de oxido-reduccion que ocurren en los complejos de transferencia de electrones y que
tienen al oxigeno como el ultimo aceptor de electrones (Harper et al. 2004; Murphy
2009). La produccion de EROS por el espermatozoide es un proceso fisioldgico normal
necesario para la salida del colesterol que a su vez es secuestrado por la BSA e
importante para la activacion de sAC para producir AMPc, un desequilibrio en su
generacion es perjudicial para las células espermaticas y se ha asociado con

infertilidad masculina (Ball, Vo y Baumber 2001). Todo estos cambios tienen la
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finalidad de que el espermatozoide pueda encontrarse con el 6évulo en las trompas de

Falopio y asi poder lograr la fertilizacion (Florman y Ducibella 2006; Visconti et al. 1995)

(Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la capacitacion espermatica. Durante el proceso de capacitacion
ocurre una serie de cambios, entre ellos el intercambio de iones para la activaciéon
de sAC y PKA para la fosforilacién de proteinas en residuos de Tyr para activar el
estado hiperactivado del espermatozoide. También ocurre la hiperpolarizacién
membranal, polimerizacion de actina, redistribucion de microdominios y el eflujo del
colesterol, entre otros cambios. Posterior a la capacitacion ocurre la reaccion

acrosomal. 1) Tomado y modificado de: (Bainbridge y Carlson 2019).

Reaccién acrosomal (RA)

Durante la espermatogénesis, el acrosoma se forma a partir del aparato de Golgi, se
genera una vesicula secretora con un complejo membranal con forma de capuchdn en
la zona apical de la cabeza del espermatozoide, por debajo de la MP. El acrosoma

contiene enzimas capaces de degradar a la zona pelucida (ZP) del ovocito al ser
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liberadas durante la RA (Hirohashi y Yanagimachi 2018). La RA es un proceso que
prepara con la capacitacion, consiste en cambios fisiologicos que permiten que se
fusione la MP del espermatozoide con la membrana acrosomal externa generando
fenestras (puntos de fusion entre membranas), en ellas se generan vesiculas
membranales hibridas para liberar las enzimas hidroliticas que degradan a la ZP y
poder fertilizar al ovocito. Posterior a este proceso, el espermatozoide deja expuesta
la membrana acrosomal interna generando una nueva membrana fusogénica
(Figura 5) (Florman and Ducibella 2006; Henkel, Franken y Habenicht 1998). La RA
fue descrita por primera vez por la investigadora Jean Clark Dan en 1952 en el
espermatozoide de erizo tras la invencion del microscopio de contraste de fases.
Concluyo que para que se logre el proceso de RA se requiere de la entrada de Ca?*
desde el medio extracelular (Okabe 2016). En presencia de Ca?*, la RA se induce de
manera fisioldégica o no fisioldgica; entre los inductores fisioldégicos se encuentran la
progesterona y la glicoproteina de la zona pelucida ZP3; mientras que hay otros
inductores no fisiologicos y farmacoldgicos como el iondéforo A23187, el éster de
miristato de forbol (TPA) o analogos del AMPc (Jaiswal, Eisenbach y Tur-Kaspa 1999;

Henkel, Franken y Habenicht 1998).
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Figura 5. Esquema de los pasos durante la reaccion acrosomal. A) El acrosoma del
espermatozoide se encuentra intacto. B) Se fusiona la membrana acrosomal
externa con la membrana plasmatica formando fenestras, se lleva a cabo la
liberacion de enzimas. C) Desaparicion del acrosoma, permanecen como residuos
las vesiculas membranales hibridas compuestas por la MP y la membrana
acrosomal. D) Exposicion de la membrana acrosomal interna. Tomado y modificado

de: Wassarman 1999; Yanagimachi 1994.

Potencial de membrana de los espermatozoides

El potencial de membrana (Emv) se define como la diferencia o cambio de potencial
eléctrico entre los dos lados de la MP, exterior e interior. Si la diferencia del potencial
no es cero significa que existe una separacion de las cargas debido al espesor de la
MP. El intercambio de iones a través de la membrana es el responsable de esta
diferencia de potencial. La duracion y el sentido del cambio dependera del tipo de

canales i6nicos, cuya actividad sera modificada por la sefializacidén. Los iones pasan
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por diferentes velocidades y duracién generando la separacion de cargas. Cuando un
idbn se encuentra en equilibrio electroquimico se puede calcular su potencial
conociendo las concentraciones externas e internas con la ecuacién de Nernst
(Figura 6). Esta ecuacion permite expresar el gradiente de concentracion de union en
términos de potencial eléctrico. Si la suma de las corrientes generadas da igual a cero,
entonces el potencial de membrana tiene un valor constante, lo que indica que el flujo
de iones a través de la MP esta equilibrado con el flujo del sentido opuesto, a este
estado se le considera el potencial de reposo. De manera fisioldgica, las células tienen
un potencial de reposo con valores negativos. Se ha observado que, durante la
capacitacién espermatica, ocurre un cambio en el potencial de membrana que se
hiperpolariza aproximadamente a <-60 mV, esto permite la activacion de los canales
tipo T que, posteriormente, son abiertos mediante depolarizacidon. En espermatozoides
de cerdo y humano, la induccion de la RA mediante P4 o ZP3 provocan la
despolarizacion membranal que es la responsable de activar los canales de calcio
activados por voltaje (Patrat, Serres y Jouannet 2000; Milesi and Mobili 2019; Milesi

and Moncada 2019; Zeng, Clark y Florman 1995).

_RT 1C...]

E * In
4 = ZF ([Cmt]

R= Constante de los gases (8,31 J/K* mol)
T= Temperatura

Z= Valencia iénica

F= Constante de Faraday

)

Figura 6. Ecuacion de Nernst
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Papel del colesterol en el espermatozoide

El colesterol juega un papel muy importante en la MP de las células ya que tiene la
capacidad de otorgar un efecto de estabilidad al imponer un orden lipidico en la
membrana. Tiene la capacidad de insertarse en los espacios intersticiales de la bicapa
lipidica junto a los grupos acilo de los fosfolipidos grasos. Asi la MP adquiere orden en
sus fosfolipidos, disminuyendo la fluidez de la membrana, reteniendo el movimiento
libre de fosfolipidos y proteinas de membrana. Es por esto que los esteroles en la
membrana son vitales para las células eucariotas ya que regulan el funcionamiento
espacial de complejos proteicos regionalizados como los canales y transportadores.
De los esteroles presentes en la MP aproximadamente el 90 % corresponde al
colesterol en forma libre (Leahy and Gadella 2015). Existen aceptores del colesterol
como la albumina o proteinas de union a esteroles como las HDL (Lipoproteinas de
alta densidad, siglas en inglés) en el tracto reproductor femenino las cuales permiten
el eflujo del colesterol durante la capacitacion. El eflujo del colesterol de la MP es
indispensable para el logro de la capacitacion espermatica. Es necesario que la
membrana tenga una mejor fluidez para los cambios y reorganizacion de fosfolipidos,
proteinas y azucares que requiere el espermatozoide durante la capacitacién y la
preparacion para la RA.

En la capacitacion in vitro se utilizan la albumina de suero bovino (BSA) o la beta-
ciclodextrinas en los medios de capacitacion para secuestrar una parte del colesterol
de la MP (Choi and Toyoda 1998). Sin embargo, para la correcta salida del colesterol,
ademas de un aceptor del colesterol, se requiere de Ca?*y HCOs para la subsecuente

activacion de la via de sefalizacion de AMPc/PKA que ocurre en la capacitacion.
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Posterior a esta via, la familia de transporte de ATP SR-BI (scavengers receptors -
class, B type 1) media el flujo de HDL para su accion como aceptoras. Por lo tanto,
hay dos formas de activacion del eflujo del colesterol, mediante esta via mediada por
proteinas aceptoras de HDL y mediante una via no especifica con albumina. El
resultado es un scrambling de los fosfolipidos y una distribucion en la desorganizacion
de esteroles y fosfolipidos para permitir la correcta salida del colesterol (Travis and

Kopf 2002).

Glicocomponentes en espermatozoides

El glicocalix es un interfaz externa de la célula, compuesto por proteinas y
carbohidratos que estan en contacto con la matriz extracelular. En el espermatozoide
humano hay muchas de proteinas glicosiladas. El espermatozoide posee un glicocalix
mas delgado que el resto de las células, mientras que el diametro del glicocalix del
ovocito varia entre 1y 16 um, el de espermatozoide de cobayo mide de 20-60 nm. Sin
embargo, difieren en complejidad ya que la ZP del ovocito contiene unicamente tres
proteinas glicosiladas: ZP1, ZP2 y ZP3. (Liu 2016; Schroter et al. 1999). Se sabe que
el glicocalix se modifica durante la capacitacion y la RA y que los carbohidratos son
importantes para el reconocimiento, adhesion y fertilizacién (Vasen et al. 2015). Las
lectinas son proteinas que reconocen monosacaridos y oligosacaridos con alta
especificidad, es por ello por lo que son utilizadas para el estudio de la glicosilacién de
las proteinas. Las lectinas se conjugan con fluorocromos para analizar la expresion,
distribucion y alteracidon de los residuos glicosidicos de los espermatozoides, ya sea

en la MP o en el acrosoma (Jiménez et al. 2003).
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En nuestro laboratorio se encontré que los residuos de N-acetil glucosamina y acido
sialico disminuyen después de la capacitacion y la RA, mientras que los residuos de
manosa se incrementaron; esto habla de la importancia de dichos carbohidratos en las
etapas cruciales previas a la fertilizacion (Jiménez et al. 2003). Las lectinas marcadas
con un fluorocromo se utilizan para analizar cambios en la MP de espermatozoides
capacitados y con RA, como redistribucion o eliminacién de residuos de carbohidratos.
La unién de L-fucosa a la MP periacrosomal del espermatozoide de bovino sugiere
que la L-fucosa, entre otros residuos de carbohidratos, es importante para el
reconocimiento de las células epiteliales oviductales y la fertilizacion del o6vulo
(Lefebvre, Lo y Suarez 1997). La fluorescencia de los residuos de L-fucosa analizada
por citometria de flujo en espermatozoides de cerdo, disminuyo durante la capacitacion

y la RA con respecto a los no capacitados (Jiménez et al. 2002).

Microdominios de membrana (MDM) en espermatozoides

Ademas de actuar como una barrera semipermeable y aportar estructura y rigidez, la
MP tiene la capacidad de que, por medio de sus componentes, regula procesos
celulares como el trafico de moléculas, esto gracias a la formacion de regiones
localizadas con composiciones y propiedades fisicas que son diferentes a los demas
sitios membranales. Estas regiones son llamadas MDM, lipid rafts o membranas
resistentes a detergentes. En los lipid rafts se encuentran las caveolas, que son
microdominios pequefos con apenas 60 nm de diametro y son ricos en colesterol, al
ser tratadas con detergentes no i6nicos no se solubilizan y al hacer separacién por

gradiente de densidad, se encuentran en fracciones de baja densidad. Se les
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denomina “balsas” a los segmentos de membrana ricos en colesterol que contienen
una gran cantidad de lipidos organizados (Maxfield 2002).

Desde Singer y Nicholson en 1972, se predijo la organizacion estricta de los lipidos y
proteinas en las membranas, sin embargo, se pensaba que la organizacion era libre
de manera rotacional y lateral. Hoy en dia se sabe que los lipidos y proteinas tienen
una organizacion de heterogeneidad lateral que les permite una mayor interaccion
entre moléculas. La alta concentracion de colesterol permite un estado de orden liquido
con lipidos empaquetados, a diferencia de los demas segmentos que no pertenecen a

los microdominios (Laude and Prior 2004).

Polimerizacién de actina en espermatozoides

El citoesqueleto de actina interviene, de manera importante, en procesos como division
celular, contraccion muscular, movilidad, control de uniones estrechas, sefalizacion o
procesos de endocitosis/exocitosis. La actina es una ATPasa que esta presente en las
células en forma de actina globular monomeérica (G-actina) o como en su forma
filamentosa polimérica (F-actina). La actina se despolimeriza o se polimeriza para
formar redes de F-actina para facilitar y regular la organizacion y la dinamica
espaciotemporal de las proteinas de union a actina (Romarowski et al. 2016). Se ha
identificado, en varias especies, la elongacion o agrandamiento de la vacuola
acrosomal durante la RA debido a la polimerizacion de la actina seguida de la
liberacion del contenido acrosomal (Tilney, Fukui y DeRosier 1987). La polimerizacion
de actina-F es un evento necesario durante la RA y la movilidad flagelar. En
espermatozoides de cobayo, se encontraron complejos focales, y que FAK (Focal
Adhesion Kinase) activa la integracion de vinculina, talina y paxilina al complejo,
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durante la capacitacion. Al inicio, hay un complejo naciente e inmaduro y a los 90
minutos, el complejo madura. Se concluyd que FAK contribuye a la integridad del
acrosoma y regula la polimerizacién y remodelacion de actina; el complejo de adhesion
focal de la pieza media puede estar involucrado en la activacion de sefiales
relacionadas con la movilidad (Roa-Espitia et al. 2016). La despolimerizacion rapida
de F-actina es necesaria para que la RA se lleve a cabo. La actina se pierde después
de la exocitosis desprendiéndose de las vesiculas membranales hibridas. Al inhibir la
polimerizacidn de actina se bloquea la RA inducida por ZP y, por lo tanto, la fertilizacion

(Romarowski et al. 2016; Hernandez-Gonzalez et al. 2000).
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Antecedentes

Efectos de PFOS y PFOA sobre la fertilidad

Estudios en animales y humanos sugieren que las PFAS pueden estar involucradas
con la infertilidad (Giesy y Kannan 2001), ya que, en mujeres expuestas a las PFAS,
se han encontrado cambios en el ciclo menstrual (Fei et al. 2009). EI PFOS y el PFOA
(Liu, Du y Zhou 2007) son sustancias que alteran el sistema endocrino en seres
humanos. La exposicion a estos toxicos altera la homeostasis del estrogeno en el
suero del corddn umbilical (Wang et al. 2019) y aumenta la testosterona en los
hombres (Joensen et al. 2013). Las mujeres que esperan mas tiempo para quedar
embarazadas tienen niveles mas altos de ambos compuestos (Fei ef al. 2009). Se han
detectado PFAS en el tracto reproductivo femenino, por ejemplo, estudios
independientes del Reino Unido (2015) y Australia (2020) detectaron (0.7-22.4 ng / mL)
para PFOS vy (2.4-14.5 ng/ mL) para PFOA en el liquido folicular de mujeres sometidas
a tratamientos de fertilidad. La presencia de PFAS en el liquido folicular no se relacioné
directamente con un cambio en la tasa de fertilizacién con FIV, sin embargo, se
relacionod con la presencia de algunos factores de infertilidad femenina como el factor
de endometriosis (factor 1), sindrome de ovario poliquistico (factor 2), infecciones del
tracto genital (factor 3) y factores idiopaticos (factor 4) (Kim et al. 2020; Donley et al.
2019). Los espermatozoides con parametros normales disminuyen en hombres que
poseen niveles mas altos de PFOS o una combinacién de PFOS y PFOA en la sangre,
observando que las PFAS perturban y dafian la barrera hemato-testicular por lo cual

los espermatozoides quedan expuestos a dichos compuestos (Wan et al. 2014).
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Toxicidad de PFOS y PFOA en el espermatozoide

Debido a que el espermatozoide de cerdo tiene similitud morfolégica y fisiologica
significativa con el espermatozoide de humano, es un modelo adecuado para estudios
de toxicologia reproductiva (Pond y Houpt 1978). Hoy en dia, no hay informes
suficientes sobre el efecto de la exposicidn de los espermatozoides a PFAS durante la
capacitacién. Anteriormente informamos que la exposicion a PFOS disminuye la
capacidad y la RA, altera la fosforilacidn de proteinas y aumenta las EROS en los
espermatozoides de cerdo (Oseguera-Lépez et al. 2020). Sin embargo, el mecanismo
por el cual se ve afectada la capacitacion, no se ha dilucidado por completo. El PFOS
y el PFOA pueden inactivar y destruir células debido al estrés oxidante, el dafio del
ADN vy la alteracidn de la membrana en Escherichia coli (Liu et al. 2016). El PFOA se
retuvo en la membrana y causo dano a las células HeLa (Peropadre et al. 2020), y
alteré la movilidad debido a la rotura de la membrana en el esperma humano (Sabovié¢
et al. 2019).

Los PFAS se acumulan después de la absorcion, debido a que se unen a proteinas
séricas como la albumina (Hundley, Sarrif y Kennedy Jr 2006). Asi, las PFAS pueden
distribuirse y acumularse en muchos tejidos, por lo que pueden ocasionar dafio en
animales y humanos (Cassone et al. 2012). Se han encontrado en tejidos de humanos
que han sido a expuestos diariamente a comida, agua y aire contaminados
(Prevedouros et al. 2006). Se reportd disminucion de espermatozoides
morfolégicamente normales y de la cantidad de espermatozoides en eyaculados de
hombres ocupacionalmente expuestos a PFOS (Joensen et al. 2009; Toft et al. 2012).

El PFOS puede encontrarse en leche, higado, cordon umbilical y en liquido seminal
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(Lau et al. 2007). Los niveles en sangre de personas ocupacionalmente expuestas a
PFOS van de 1.30 a 1.97pg/mL (Alexander y Olsen 2007); se encontr6é dafio del ADN
en hombres expuestos a este perfluorado (Joensen et al. 2009).

Por otro lado, se determin6 que la concentracion letal media de PFOS en ovocitos in
vitro fue de 30 pM, lo cual corresponde a los niveles de exposicidén laboral; también
disminuy® la viabilidad y la integridad del ADN en ovocitos (Silvestre 2014; Campuzano
2014). Otros autores encontraron 4.9 ng/mL de PFOA en personas ocupacionalmente
expuestas y con baja concentracion espermatica en el eyaculado (Joensen et al.
2009).

En nuestro laboratorio se determind, en condiciones in vitro, que la concentracion letal
media de PFOS es 460 uM en espermatozoides expuestos durante el proceso de
capacitacién. Se observé un aumento en el tamafio y el numero de espermatozoides
aglutinados, comparado con el grupo control, donde se observaron solo aglutinados
pequefios, fendmeno normal en la capacitacién (Figura 7). Ademas, disminuyeron los
espermatozoides capacitados y reaccionados, asi como su movilidad conforme
aumentd la concentracion de PFOS, hasta encontrar espermatozoides totalmente
inmoviles a 1500 uM (Sanchez 2017b; Oseguera-Lépez et al. 2020; Ortiz-Sanchez

2017).
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Figura 7. Microfotografia de aglutinados de espermatozoides formados en presencia de
PFOS. Se observd que conforme aumenta la concentracion (uM) del téxico,
incrementa el numero y tamafo de los aglutinados (40X).

En la tabla 1 podemos visualizar un resumen de los efectos de PFOS y PFOA que se
han encontrado en algunas células.

Tabla 1. Antecedentes directos sobre el efecto de PFOS y PFOA

Compuesto Célula Efecto Fuente

e Dano membranal.

PFOSY E-coli e Mortalidad. (Liu et al. 2016)
PFOA ) .
e Estrés oxidante.
e Dafio membranal. (Peropadre et al.
PFOA Hela e Se retiene en la membrana. 2020)
PFOA Espermatozoide e Disminuye la movilidad. (Sabovié et al.
de humano e Dafno a membrana. 2019)
° gﬁmlnuye la capacitacion y (Oseguera-
PFOS Espermatozoide e Altéracién de la 2(;‘26(;)_ eééer:‘cil-ez
de cerdo fosforilacion. 20 1%a' Ortiz.
e Aumento de EROS. Sénche,z 2017)

e Aumento en la aglutinacion.
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Pregunta de investigaciéon

¢ Cuales son los mecanismos del dafio que provoca la exposicidn de espermatozoides

de cerdo a PFOS y PFOA in vitro?

Hipotesis

Los compuestos perfluorados, por sus caracteristicas fisicoquimicas, se acumulan en
los organismos y pueden llegar hasta los espermatozoides, por lo que se espera que
disminuyan las células capacitadas y reaccionadas al ser expuestas a los compuestos
perfluorados. También se espera que se genere dafo a nivel membranal evitando
cambios necesarios para ambos procesos como los niveles de Ca?*, el potencial de
membrana, la reorganizacion de carbohidratos, colesterol y microdominios, y

remodelacion del citoesqueleto de actina.
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Objetivo general

Determinar los mecanismos del dafio que provocan los perfluorados en la capacitaciéon

de espermatozoides de cerdo in vitro.

Objetivos especificos

1) Establecer el efecto de PFOS y PFOA en la viabilidad, capacitacion y reaccién
acrosomal (RA) para calcular la concentracion letal media (CL50) y la
concentracion de inhibicion de la capacitacion media (CI50).

2) Determinar el efecto de concentraciones subletales de PFOS y PFOA en:

a) El Ca?* unido a proteinas de membrana de espermatozoides capacitados y
con RA..

b) La capacidad de los espermatozoides para realizar la reaccién acrosomal
inducida (Rai).

c) Elflujo de [Ca?*] durante la capacitacion y la RAI.

3) Definir el dafio de PFOS y PFOA en la membrana de espermatozoides
capacitados en cuanto a potencial de membrana, integridad, niveles del
colesterol, distribucion de carbohidratos y distribucion de microdominios.

4) Determinar si PFOS y PFOA provocan una remodelacion del citoesqueleto de

actina en espermatozoides capacitados.
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Métodos

Todos los productos quimicos se adquirieron de Sigma Chemical Company (St Louis,
Mo) a menos que se indique lo contrario. Se utilizaron microscopios de
epifluorescencia (ZEISS, Alemania, y Olympus, BX50) con aumentos de 400X y 600X.
Los analisis se realizaron con el software NIS-ELEMENTS AR (V3.1). Se evaluaron al

menos doscientos espermatozoides por portaobjetos.

Obtencion del semen y evaluacién basica

Se utilizaron muestras de 10 cerdos sementales sanos y fértiles de raza Landrace, en
edad reproductiva, provenientes de una granja comercial. En el laboratorio se analizé
la calidad de las muestras con el fin de utilizar solamente muestras clasificadas como
normozoospérmicas de acuerdo a criterios ya establecidos (Garner y Hafez 1993). Se
determind la mortalidad, movilidad, numero de anormalidades y la concentracion
espermatica. La mortalidad y la movilidad deben cumplir > 80 %, anormalidades
<15 % y la concentracion > 2x108 espermatozoides/mL.

La mortalidad de los espermatozoides se determindé por medio de la técnica de
Eosina/Nigrosina (E-N): se mezcl6 una gota de muestra de 5 pyL con 5 L de solucion
de tincidén en un portaobjetos a 37 °C bajo microscopia de campo claro (Jiménez et al.
2003; Bjorndahl, Soderlund y Kvist 2003). Se consideraron como espermatozoides
vivos aquéllos que no presentaron tincion y muertos los tefiidos en color rosa a rojo
(Figura 8). Con los mismos frotis se determiné el porcentaje total de espermatozoides
con anormalidades morfologicas. La movilidad se determind por microscopia optica a

40X y se estimo el porcentaje de espermatozoides moviles. La concentracion se
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determiné mediante conteo al microscopio a 10X en una camara de Neubauer. Para
todos los parametros, se analizaron 200 espermatozoides por muestra (Jiménez et al.

2003).

Muerto
Vivo

Vivo

Vivo

Vivo

Vivo i
uerto S0

Figura 8. Microfotografia de espermatozoides tefidos con Eosina-Nigrosina. Los

espermatozoides tefiidos se encuentran muertos, campo claro (40X).

Capacitacion de espermatozoides

Las muestras se lavaron dos veces con solucion salina amortiguada con fosfato (PBS)
para eliminar el plasma seminal mediante centrifugacion a 600 x g durante 5 min. Para
la capacitacion, se colocaron 5x108 espermatozoides en una placa de cultivo de cuatro
pozos con 1000 uL de TALP-HEPES (KCI 3.1 mM, NaCl 100 mM, NaH2PO#-H,0 0.29
mM, Hepes 10 mM, NaHCO3 2.5 mM, lactato de sodio 21.6 mM, CaCl2-2H20 2.1 mM,
MgCl2-6H20 1.5 mM vy rojo de fenol 10 pg/mL como indicador de pH) a pH 7.4. Se
suplementd el dia de uso con 6 mg/mL BSA fraccion V y 1 mM de piruvato de sodio.
Se incubd durante 4 h a 38 °C en atmdsfera humeda con 5 % (v/v) de CO. para lograr

la capacitacién espermatica. Como control no capacitado (NC), los espermatozoides
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se incubaron durante 10 min en un MNC sin suplementar. Las células se tifieron
después de la capacitacion con 0.5 mg/mL de yoduro de propidio (Pl) durante 8
minutos a 37 °C para descartar las células muertas (Celeghini et al. 2010). La
capacitacién se evaludé mediante tincion con CTC. En cada caso, los espermatozoides
se fijaron con 5 pL de glutaraldehido al 0.2 % en tampon Tris 0.5 M, pH 7.4, luego se
mezclaron 5 yL de espermatozoides con 5 pyL de tampon CTC 750 uM. Las muestras
se colocaron en portaobjetos con Gelvatol y se cubrieron con cubreobjetos. Las
muestras se observaron bajo epifluorescencia UV de 495 nm. Solo se utilizaron las
muestras que contenian mas del 60 % de espermatozoides capacitados (Jiménez et
al. 2006; Ward y Storey 1984). Los patrones de fluorescencia de CTC se determinaron
de la siguiente manera: NC, no capacitado, fluorescencia en toda la cabeza del
espermatozoide; C, capacitado, fluorescencia intensa en la zona ecuatorial y
acrosomal; RA, reaccionado, fluorescencia en la zona ecuatorial y, en algunos casos,
post-ecuatorial (Figura 12A) (Oseguera-Lopez et al. 2020). Se cuantificaron 200
espermatozoides y se determind la proporcion de células capacitadas y no capacitadas

con y sin los toxicos PFOS y PFOA (Figura 12B).

Concentracion letal media (LC50) y concentracion inhibitoria media de la
capacitacién (CIC50) de PFOS y PFOA.

Los espermatozoides se incubaron en medio de capacitacion (MC) con un amplio
rango de PFAS, aumentando las concentraciones hasta alcanzar la maxima
mortalidad, para calcular CL50: 1000, 1500, 3000 yM para PFOS, y 500, 1000, 1500,
2000, 2500 uM para PFOA. EI MC (0 uM de PFAS) se usé como control. Como control
negativo, los espermatozoides se incubaron en MC durante 4 h solo con los diluyentes

de las PFAS (DMSO para PFOS, y medio no capacitante (NCM) para PFOA). La
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mortalidad de espermatozoides se evalué mediante tincién E-N. La CL50 se determindo
mediante la prueba Probit.

Los espermatozoides se incubaron en condiciones de capacitacion con
concentraciones crecientes de 500, 1000, 2000 y 3000 uM de PFOS y PFOA, vy la
capacitacion se evalué mediante la tinciéon con clortetraciclina (CTC). La CIC50 se
determind mediante la prueba Probit. Las concentraciones de PFOS CIC50 y PFOA %
LC50 se utilizaron para los analisis posteriores. Los controles sin PFAS y diluyentes

se realizaron en paralelo como controles negativos.

Induccién de RA con progesterona (P4)

Despues de las 4 h de capacitacion, los espermatozoides se incubaron con 10 pg/mL
de P4 durante 20 minutos ademas de las 4 h de capacitacion (Wu, Chiang y Cheng
2006). Posteriormente las células se tifieron después de la capacitacion con PI, para
descartar las células muertas. Los espermatozoides se fijaron, se tifieron con CTC, se
lavaron y se observaron como se describié anteriormente (Figura 12C).

La lectina derivada del mani Arachis hypogaea PNA (peanut agglutinin) conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) se utiliz6 como técnica alternativa para medir la
reaccion acrosomal inducida (RAi). Se colocaron alicuotas de 20 pL en portaobjetos y
se dejaron secar al aire durante la noche a temperatura ambiente (TA). A continuacion,
los portaobjetos se sumergieron durante 30 segundos en metanol al 100 %. Después
de cambiar dos veces el PBS, las células se incubaron con 20 uL para quedar a una
concentracion final de 15 pyg/mL de FITC-PNA durante 30 min a 37 °C en camara
humeda. Los portaobjetos se lavaron, se montaron con Gelvatol, se cubrieron con
cubreobjetos y se sellaron. Los patrones de fluorescencia se observaron bajo un
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microscopio de epifluorescencia a una longitud de onda de excitacion/emisién FITC-
PNA 488/515 nm. Las células se tifieron con Pl después de la induccion de RA para

descartar las células muertas, como se describi6 anteriormente (Figura 13A).

Niveles de calcio intracelular [Ca?*);

Una alicuota de 4x10® espermatozoides capacitados/mL se coloco con Fluo-3 AM
1 mM durante 30 min a 38 °C en la oscuridad. Después de lavar para eliminar el exceso
de tincion, se midieron los niveles de [Ca?*]i con el espectrofluorometro LS 55 usando
el software FL WINLAB (Perkin Elmer, EE. UU.) con una emision de 490 nm y
longitudes de onda de absorcion de 520 nm. En primer lugar, se determinaron los
niveles de [Ca?*]iy de los espermatozoides expuestos a CIC50 PFOS y PFOA % CL50
cada hora de 0 a 4 h de capacitacion. A continuacion, se midieron los niveles de [Ca?*];
durante 600 segundos después de la capacitacion. Ademas, los espermatozoides
expuestos a CIC50 PFOS y PFOA %2 LC50 se estimularon durante la medicion de
[Ca?*] i después de la capacitacidén con 10 ug de P4 en el segundo 300. En todas las
medidas, se agregaron 10 yM de iond6foro A23187 en el segundo 500 como control
positivo. Los controles en diluyentes sin PFAS se realizaron en paralelo. Los datos de
fluorescencia se normalizaron usando la ecuacion (F/Fo)-1, donde F es la
fluorescencia en un momento dado y Fo es la fluorescencia basal media de los

primeros 30 segundos de medicién (Mata-Martinez et al. 2013).

Medicion del potencial de membrana (Emv)

Una concentracion de 4x108 espermatozoides/mL se capacitaron en MC. Al final del

proceso de capacitacion se colocé yoduro de 3,3'-Di-n-propiltiadicarbocianina,
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DISC3(5) (Invitrogen #cat: D306) para quedar a una concentracion final de 1 yM. Se
incubo durante 3 min en una cubeta en agitaciéon a 37°C en atmadsfera humeda y en
oscuridad que se encuentra integrada al espectrofluorometro Perkin Elmer LS 55. El
Emv se registré en tiempo real durante 600 segundos mediante espectrofluorometria
bajo un espectro de emision de 675 nm y un espectro de absorcién de 651 nm. Durante
el registro, se afiadio valinomicina (un ionoforo de K*) a 0.5 M en el segundo 100 para
calibrar la Emv, cuya funcidén es el transporte de iones de K*, posteriormente, se
afadieron concentraciones crecientes (0.5, 1, 2 y 2 M) cada 100 segundos para
bloquear la hiperpolarizacion, inducir la repolarizacién y asi determinar la Emv después
de cada adicion. Los datos de fluorescencia se normalizaron utilizando la ecuacion
(F/Fo)-1. Emv se calcul6 utilizando la ecuacion de Nernst descrita con anterioridad

(Demarco et al. 2003; SichtaF et al. 2019; De La Vega-Beltran et al. 2012).

Evaluacién de integridad membranal

La funcionalidad de la membrana espermatica se evalu6 mediante la prueba de
solucién hiposmética (prueba HOS), segun (Sichtaf et al. 2019) con modificaciones.
Se mezcld una alicuota de 50 yL de muestra capacitada (~ 200.000 espermatozoides)
con 1 mL de 100 mOsm de citrato de sodio y se incubd durante 30 min a 37 °C. Se fijé
inmediatamente en formaldehido al 3 % (v / v) mas glutaraldehido al 0.2 % (v / v). El
enrollamiento y la hinchazon en el flagelo (HOS +) indicaron MP funcional intacta; su

ausencia indico que la MP no estaba intacta (HOS-) (Figura 9).
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Evaluacion de colesterol de membrana

Se utilizé filipina para analizar los niveles de colesterol en la MP. Después de la
capacitacién, los espermatozoides se lavaron con PBS y se fijaron, como se indicé

anteriormente.

HOS+

HOS-

i f

\

10 pm

Figura 9. Prueba de endosmosis para evaluar integridad membranal. HOS+, membrana
intacta sin dafo, se caracteriza por presentar la cola enrollada o hinchada debido a
que la membrana tiene la capacidad de responder ante una solucion hiposmatica.
HOS-, membrana con dafo, se caracteriza por no presentar cambios en su
morfologia debido la falta de capacidad de responder ante una solucion
hiposmética.

Después de 1 h, las células se recolectaron por centrifugacion durante 3 min a 600 x g.

Los espermatozoides se lavaron en agua destilada, se colocaron alicuotas de 20 x 10°

células / mL en portaobjetos y se dejaron secar al aire durante la noche a TA. Después

de tres cambios de PBS, las células se incubaron con 25 ug / mL de filipina durante

1h a 37 °C. Los portaobjetos se lavaron cinco veces con PBS, y se montaron con

Gelvatol y se sellaron con esmalte. Los patrones y niveles de fluorescencia de filipina
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se observaron bajo un microscopio de epifluorescencia (longitudes de onda de emision
de 675 nm y de absorcion de 651 nm). Las Unidades Arbitrarias de Fluorescencia
(U.A.F.) se determinaron cuantificando la intensidad de fluorescencia media (pixeles
por area seleccionada). El area de medicion seleccionada fue la cabeza y la pieza

central (Khalil et al. 2006).

Reconocimiento de carbohidratos L-fucosa.

Alicuotas de 10x10°® espermatozoides/mL se incubaron con 5 pL de la lectina UEA
conjugada con FITC (dilucion 1:50 con PBS, 0.1 % BSA) durante 30 min a 37 °C, se
lavaron los espermatozoides por centrifugacién 600 g x 5 min. Se fijaron con 1 % de
paraformaldehido. La proporcion de los espermatozoides y la distribucion de la

fluorescencia se analizé mediante microscopia de fluorescencia (Jiménez et al. 2003).

Evaluacién de la distribucion de microdominios de membrana (MDM).

La flotilina-1 se utiliz6 como marcador de los MDM. Los espermatozoides se fijaron
como se describe anteriormente y se lavaron en agua destilada. Se colocaron alicuotas
de 20x108 células/mL en portaobjetos y se dejaron secar durante la noche. Los
espermatozoides secos se permeabilizaron con PBS-Triton al 1 % durante 20 min.
Después de tres cambios de PBS, se incubaron durante la noche a TA con el
anticuerpo primario anti-flotilina (1:50) (Santa Cruz Biotechnology, #cat: sc-13313.) en
dilucion de bloqueo (BSA al 1 % en PBS) a TA. A continuacion, los portaobjetos se
lavaron y se incubaron durante 2 horas a 37 °C con el anticuerpo secundario anti-raton
conjugado con FITC (1:50), se lavaron y se analizaron como se describid

anteriormente.
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Medicion de polimerizaciéon de actina

Para determinar si se altera la reorganizacion del citoesqueleto en los
espermatozoides expuestos a las PFAS. Se analizé la redistribucion de F-actina en el
espermatozoide. Se permeabilizé el espermatozoide con acetona a 20 °C durante 7
minutos y se lavaron con PBS. Se identificé F-actina usando TRITC-faloidina a TA
durante una hora. Se coloco la muestra en un portaobjetos, se lavo, se selldé y se
observd en microscopio de epifluorescencia y contraste de fases (Roa-Espitia et al.

2016).

Analisis estadistico

Cada parametro se analiz6 con la prueba estadistica ANOVA seguida de una prueba
de TUKEY para evaluar si existen diferencias significativas entre grupos
experimentales, asi como entre grupos control y los grupos experimentales. Para
corroborar significacia en algunos casos se realizd6 T- Student para comparar dos
grupos especificos. Se utilizé una n= 3 como minimo y se considerd una p < 0.05 para

establecer la significancia.
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CL50 e CIC50 de PFAS en espermatozoides de cerdo durante la
capacitacion
Los PFAS mostraron un efecto letal dependiente de la concentracion sobre los

espermatozoides. Para PFOS, la mortalidad fue del 64 % a 1000 uM y alcanzo el 97 %
a 3000 uM (Figura 10A), mientras que para PFOA fue del 36 % a 1500 uM y del 76.5 %
a 2500 pM (Figura 10B). No se observo ningun efecto citotoxico con los diluyentes de
PFAS, por lo que no se mencionan en la descripcion de los experimentos posteriores.
Segun el analisis Probit, la LC50 para PFOS y PFOA fue de 460 y 1894 uM,
respectivamente.

El efecto de las PFAS en la capacitacion se determind mediante tincién con CTC del
patrén B para calcular la CIC50 (Tabla 2). El proceso de capacitacion se modifico de
manera dependiente de la concentracion del perfluorado. La proporcién de
espermatozoides capacitados fue significativamente menor en presencia de PFOA
1000 pM, que en el control (Tabla 2).

ElI CIC50 de PFOS y PFOA fue de 274 uM y 1458 uM, respectivamente. Si bien ambas
sustancias toxicas afectaron la capacitacion de los espermatozoides, el efecto del

PFOS fue mayor que el del PFOA.
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Figura 10. Efecto de PFAS sobre la mortalidad espermatica en condiciones de
capacitacion. Incubaciéon durante 4 h en TALP-Hepes a 38°C. A) La
mortalidad de los espermatozoides aumenté de manera dependiente de la
concentracion de PFOS, n= 8. B) La mortalidad de los espermatozoides aumento
después de 1500 uM de manera dependiente de la concentracion de PFOA n= 3.
DMSO y medio no capacitante (MNC) como diluyentes para PFOS y PFOA,
respectivamente. La CL50 de PFOS y PFOA fue de 460 uyM y 1894 uM,
respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos

(p < 0.05), (media + DE, experimentos independientes duplicados).

Tabla 2. Efecto de PFOS y PFOA en el proceso de capacitacion in vitro de
espermatozoides de cerdo

PFAS Espermatozoides capacitados (%) + DE
Vehiculo Concentracion (uM)
0 500 1000 2000 3000

PFOS 64.30+3.42* 65.20+5.22? 44.8 +3.42b 21.00+£1.12¢  1530+2.744 934 +£229f
PFOA 64.80+3.552 66.30+6.20° 6550+543% 4330+£2.20° 49.50+1.12> 33.70 +1.35¢

La capacitaciéon espermatica se realiz6 a 38 °C durante 4 h. Tratamientos: grupo
control (sin PFAS), 500-3000 uM de PFOS, y PFOA, diluyentes (DMSO para PFOS y

medio no capacitante para PFOA). El CIC50 de PFOS y PFOA fue de 274 pM y
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1458 pM, respectivamente. a-e Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas (p<0.05), (media + DE, n= 3 experimentos independientes por duplicado).
La determinacion de la CIC50 es un paso trascendental en la investigacion de los
mecanismos involucrados en el dano producido por PFAS durante el proceso de
capacitacion. En los experimentos posteriores, empleamos 274 yM de PFOS (CIC50)
y 950 uM de PFOA (%2 LC50). La razén para no usar la CIC50 de PFOA (1458 uM) fue
que el valor es muy cercano al de su LC50 (1894 uM). El uso de la concentracion
subletal permite el estudio adecuado de los mecanismos de toxicidad de un
compuesto; 2 de CL50 de PFOS (230 yM) fue muy similar a la CIC50 (274 uM)

utilizada en los ensayos posteriores.

Cinética de la mortalidad de espermatozoides expuestos a PFAS durante
la capacitacién
Al evaluar la mortalidad en una cinética de 4 h de la capacitacién en presencia de

PFOS (274 uM) y PFOA (950 uM) la mortalidad basal del control se mantuvo constante
durante las 4 h a un nivel de 9.83-15.33 %. El PFOA no mostré toxicidad en los
espermatozoides, ya que la mortalidad se mantuvo similar a la del control. En el caso
del PFOS, la mortalidad aumenté significativamente (20 %) desde el tiempo O h
respecto al control, y alcanzo el 33 % a las 4 h de incubacion. Pareciera que la hora
cero posee mas mortalidad que la hora uno con PFOA, sin embargo, no hay diferencias
significativas entre ambos tiempos. Estos resultados indican que el PFOS es muy
toxico para los espermatozoides, ya que la mortalidad aument6é desde el inicio del

procedimiento (Figura 11).
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Figura 11. Efectos de concentraciones subletales de PFAS sobre la mortalidad
espermatica durante 4 horas en condiciones de capacitacion. La
capacitacion espermatica se realizé6 a 38 °C durante 4 h. Grupo control (sin
PFAS), 274 uM PFOS y 950 uM PFOA. Los asteriscos (*) indican diferencias
estadisticas significativas en comparacion con el grupo control incubado en
ausencia de PFAS (p < 0.01), (media + DE, n= 3 experimentos independientes

duplicados).

Efecto de PFAS sobre la capacitacion y la RAi mediante la evaluacion de
la tincién con CTC

Mediante la evaluacion de la capacitacion con PFOS (274 uyM) y con PFOA (950 uM)
se encontraron los tres patrones caracteristicos de CTC: no capacitado, capacitado y
con RA (Figura 12A). Se observo una inhibicion significativa de la capacitacion de los
espermatozoides con ambos compuestos. ElI patron de CTC Cap fue
significativamente mas bajo con ambos PFAS que en el grupo control (64 % para el
control, 36 % para PFOS, 46 % para PFOA) (Figura 12B). La RA basal de los

espermatozoides NC fue, aproximadamente, de 14 %, mientras que para los

41



espermatozoides capacitados la RAi aumentdé al 26 %. Mientras que en
espermatozoides capacitados expuestos a PFOS no se indujo la RA, llegando solo al
2 %. Por otro lado, el PFOA no tuvo efecto en la RAi ya que los espermatozoides
expuestos a PFOA alcanzaron también 26 % de espermatozoides con RAi
(Figura 12C). En ambas evaluaciones de la capacitacion y de la RA, las células

muertas se descartaron mediante tinciéon con PI.

Efecto de PFAS sobre la RAi mediante la evaluacion de tincion con FITC-
PNA

Se utilizd FITC-PNA como técnica alternativa para corroborar los resultados del
proceso de RAI en los espermatozoides tratados. PNA es una lectina que revela la
presencia de acrosoma. Las células muertas se descartaron con tincién PI
(Figura 13A). Al inducir la RA en todos los grupo se hizo una curva creciente de
concentracion-respuesta desde 0 yM hasta 300 yM de PFOS y desde 0 uM hasta 950
MM para PFOA (Figuras 13B y 13C). Se observo una disminucion en la RAi de manera
dependiente al incremento de la concentracibn con ambos téxicos. Los
espermatozoides NC presentaron aproximadamente 13-14 % de RAI, después de la
capacitaciéon la RAi fue de 25-27 %. Los espermatozoides capacitados expuestos a
PFOS mostraron un valor de RAi bajo: 14, 11 y 1.5 % con 100, 200 y 300 uM,
respectivamente. Los espermatozoides capacitados expuestos a PFOA mostraron: 24,
23 y 18 % con 150, 550 y 950 uyM, respectivamente. Estos hallazgos indicaron que
Y2 CL50 de PFOA disminuy6 tanto la capacitacion como el proceso de RAi. Sin
embargo, observamos que el PFOS impidié significativamente la capacitacion y la RAi

en los espermatozoides de cerdo (Figura 13).
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Figura 12. Efecto de PFOS y PFOA en la capacitacion de espermatozoide de cerdo y la
reaccion acrosomal inducida (RAI) in vitro evaluada con CTC. La capacitacion
se realiz6 a 38 °C durante 4 h. La RA se indujo con 10 ug/mL de progesterona (P4)
a 38 °C durante 20 min después de 4 h de capacitacion. A) Patrones CTC/IP: NC:
no capacitado; C: capacitado; RA: reaccion acrosomal inducida (RAi). Se
desecharon las células muertas. B) Proporcién de patron B. C) Proporcion de

patron C. Los espermatozoides considerados capacitados fueron CTC positivos

43



con patron B y RAI positivos con patron C. *Los asteriscos indican diferencias
estadisticas significativas en comparacion con el grupo 0 uM de PFAS CC

(p <0.01), (media = DE, n= 3 experimentos independientes y por duplicado).
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Figura 13. Efecto de PFOS y PFOA en la reacciéon acrosomal inducida (RAi) in vitro
evaluada con PNA. A) Patrones FITC-PNA/IP: célula viva con RAI, célula muerta
con RAI, célula viva sin RAi y célula muerta sin RAi. B) Proporcion del patrén RA
vivo de PFOS. C) Proporcion del patron RA vivo de PFOA. *Los asteriscos indican
diferencias estadisticas significativas en comparacion con el grupo CCAP

(p <0.01), (media £ DE, n= 3 experimentos independientes y por duplicado).

Se realizé una comparacién de los valores resultantes mediante la técnica con CTC y
PNA-FITC (Tabla 3). Se puede observar que la tendencia en los valores fue muy similar
entre si, sin embargo, la proporcion de RA fue menor con PNA-FITC que con CTC a

pesar de que no hubo diferencias significativas entre ambas técnicas. Excepto con
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PFOA que, si presento diferencias significativas de RA al comparar ambas técnicas.
Se obtuvo una proporcién de 26 % con CTC y 18 % con PNA-FITC de espermatozoides
reaccionados concluyendo que la AR en los espermatozoides expuestos a PFOA fue
menor con PNA-FITC.

Tabla 3. Comparacion de técnicas de tincion con CTC y PNA-FITC para la
identificacion de la reaccion acrosomal en espermatozoides de cerdo

Reaccion acrosomal (%)

Grupo CTC PNA-FITC
Control 25.7 +1.52 24.6 +1.89
PFOS 2+ 1 1.5+ 1
PFOA 26.3 +4.04* 18+ 1*

Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos (p < 0.05), (media + DE,
experimentos independientes duplicados).

Efecto de PFOS y PFOA sobre el flujo de calcio intracelular

Para conocer si la inhibicion del proceso de capacitacion se debio a una desregulacion
de [Ca?*]i se evalud su entrada en una cinética de tiempo durante la capacitacion.
PFOS provoco un aumento inmediato y significativo de [Ca?*], comparado con los
niveles bajos del grupo control a las 0 h. Estos niveles disminuyeron entre 1y 2 h de
capacitacién, pero se produjo un aumento significativo a las 3 h, seguido de una
disminucién a las 4 h, aunque no regreso al nivel del grupo control. El [Ca?]i se
mantuvo igual al control con PFOA hasta las 3 h de capacitacion en la cual hubo un
aumento significativo, seguido de una disminucion a las 4 h que no fue
significativamente diferente con el de las 3h. Estos resultados sugieren que ambos
compuestos provocaron una acumulacion de [Ca?*]i a partir de las 3 h de capacitacion
(Figuras 14Ay 14 B). La curva de fluctuacion de [Ca?*]i se midié en tiempo real después

de 3 h de capacitacion (Figuras 14C-E). El control tuvo una fluctuacién basal durante
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los primeros 500 segundos. Cuando se afiadié el A23187, el valor de [Ca?*] aumento
y se mantuvo constante durante los siguientes 100 segundos (Figura 14C). Cuando
estas mediciones se realizaron en presencia de PFAS, fue evidente un aumento en la
fluctuacion de [Ca?']i con ambas sustancias (Figuras 14D y 14E). Las muestras de
espermatozoides incubadas en presencia de PFAS no respondieron al tratamiento con
el iondforo Ca?* A23187. Ademas, los espermatozoides expuestos a PFOS y PFOA
fueron estimulados durante la medicién de [Ca?*]i después de la capacitacion con
10 ug de P4 en el segundo 300 (Figuras 14F y 14H). En todas las medidas, se
agregaron 10 uyM de ionoforo A23187 en el segundo 500 como control positivo. En
este caso, cuando los espermatozoides capacitados fueron estimulados con P4, un
aumento de [Ca?*], y el ionoforo A23187 respondid correctamente para aumentar y
luego mantener los niveles de [Ca?'] (Figura 14F). Sin embargo, cuando los
espermatozoides fueron expuestos a PFOS, la P4 disminuy®d los niveles de [Ca?*] y el
ionéforo no respondié (Figura 14G). Con PFOA, la P4 mantuvo los niveles de [Ca?*];

pero no respondio al iono6foro (Figura 14H).
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Figura 14.PFOS y PFOA indujeron un aumento de [Ca®']; en espermatozoides de cerdo
in vitro. (A y B) La capacitacion de los espermatozoides se realizé a 38 °C durante
1-4 h bajo exposicion a los toxicos. A) Espermatozoides expuestos a PFOS;
B) Espermatozoides expuestos a PFOA. Los cuadrados representan el grupo de
control, 0 uM de PFAS; los circulos representan PFOS; los triangulos representan
PFOA. La exposicion a PFOS produjo un aumento de [Ca®*] en los espermatozoides
NC desde el tiempo 0 h. EIl PFOA aumento el [Ca®']; a partir de las 3 h. (C-E) A las
3 h, se midieron los niveles durante 600 segundos. Se afiadio el ion6foro A23187 a
los 500 segundos. C) Grupo de control, espermatozoides capacitados en ausencia
de PFAS; D) Espermatozoides capacitados expuestos a PFOS; E)
Espermatozoides capacitados expuestos a PFOA. F) Grupo de control,
espermatozoides capacitados en ausencia de cualquier estimulo PFAS + de P4.
G) Espermatozoides capacitados expuestos al estimulo PFOS + P4.
H) Espermatozoides capacitados expuestos a PFOA + estimulo P4 * Los asteriscos
indican diferencias estadisticas significativas en comparacion con el grupo de
control (p < 0.05); normalizado (F / Fo) -1; n= 3 experimentos independientes y por

duplicado.

Efecto de PFOS y PFOA sobre el potencial de membrana en
espermatozoides evaluado por fluorometria

Después del tiempo de capacitacion, Emv disminuy6 cuando se agregé la valinomicina
por lo que indujo la hiperpolarizacion. Los aumentos graduales de KCI permitieron una
repolarizacion gradual de la PM. La Emv del control fue de -95 mV (Figura 3A). No fue
posible calcular el valor de Emv con los tratamientos con PFOS y PFOA debido a un
aplanamiento de la curva de polarizacion de la membrana (Figuras 3B y 3C). La
muestra tratada con PFOS mostré una pequeia respuesta a la valinomicina, pero el
nivel anterior no se recupero al agregar KCI para la repolarizacién. En el caso del
PFOA, no hubo respuesta al estimulo de hiperpolarizacion con valinomicina, ni a la
adicion de KCI para inducir la repolarizacion. Curiosamente, estos resultados

mostraron que los espermatozoides tratados con PFOS y PFOA no experimentan
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cambios en el potencial de membrana. Estos resultados refuerzan nuestra hipotesis

de que el dafio significativo de PFAS esta en el PM.

Efecto de PFOS y PFOA sobre la integridad membranal durante la
capacitacion
Los resultados anteriores sugieren que, tanto el PFOS como PFOA, pudieran estar

alterando a la membrana del espermatozoide. Por lo tanto, para determinar el efecto
de PFAS sobre la funcionalidad de MP, se utilizé la prueba HOS (hyposmotic) en
espermatozoides capacitados en presencia o ausencia de PFOS y PFOA la integridad
membranal. Los resultados de funcionalidad de MP utilizando la prueba HOS se
muestran en la figura 16.

En este trabajo, la funcionalidad se refiere a la integridad de la membrana y su
capacidad para ser una barrera semipermeable. Usando la prueba de endosmosis, la
funcionalidad de la membrana se mide con la capacidad de la membrana celular para

regular su transporte en un ambiente hiposmatico.
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Figura 15. PFOS y el PFOA indujeron la desregulacion del potencial de membrana (Emv)
de los espermatozoides de cerdo in vitro. La capacitacion espermatica se
realizé a 38 °C durante 4 h. La Emv se midi6é durante 600 segundos a 37 °C. A los
100 segundos, se afadié valinomicina para inducir la hiperpolarizacion de la
membrana. A continuacion, se afiadieron concentraciones crecientes de KCl cada
100 segundos para inducir la despolarizacién de la membrana. En el grupo de
control, la Emv se calcul6 mediante la ecuacion de Nernst. A) Grupo de control sin
productos quimicos toxicos; B) Espermatozoides capacitados expuestos a PFOS
(274 uM); C) Espermatozoides capacitados expuestos a PFOA (950 uM). Ni el
PFOS ni el PFOA permitieron la hiperpolarizacion inducida por valinomicina. Datos

normalizados (F / Fo) -1; n= 3 muestras independientes y por duplicado.
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Debido al desequilibrio entre el medio intracelular y extracelular, si hay integridad de
la membrana, ésta tiende a aumentar su volumen porque permite el ingreso de agua
a la célula. Si la membrana presenta alteraciones morfolégicas como curvatura o
hinchazon del flagelo (HOS+), se puede decir que la membrana celular es funcional y
la membrana estda integra. HOS se consideré negativo (HOS-) cuando los
espermatozoides no tenian una MP intacta, lo que indica una pérdida de funcionalidad
(ausencia de enrollamiento o hinchazén del flagelo) (Sichtarf et al. 2019). Después de
la capacitacién, observamos 13-14 % de HOS- en el grupo control. Cuando los
espermatozoides NC se expusieron a las PFAS por 10 minutos, la proporciéon de HOS
aumentd inesperadamente al 45 % (3.3 veces) con PFOS y al 28 % (2 veces) con
PFOA. Al final de la capacitacion, esto aumenté al 49 % (3.6 veces) con PFOS y al
47 % (3.5 veces) con PFOA (Figura 16). Estos datos indican que tanto el PFOS como
el PFOA afectaron la funcionalidad de la membrana durante la capacitacion. Como
hemos visto a lo largo de la investigacion, el PFOS tiene un efecto mas toxico que el
PFOA en el espermatozoide y es un efecto mas rapido. Es por eso por lo que no
existen diferencias significativas entre NC y capacitados con PFOS, pero si con PFOA.
Estos resultados indican que ambos PFAS modifican la integridad de la membrana del
espermatozoide, generando un incremento de [Ca?']i durante la capacitacion,

pudiendo ser esto una de las causas de su citotoxicidad.
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Figura 16. El PFOS y el PFOA indujeron la disfuncién de la MP de los espermatozoides
de cerdo. La proporcion de la prueba HOS se evalué en espermatozoides
capacitados y no capacitados, un grupo de control y muestras expuestas a PFOS
(274 uM) y PFOA (950 uM). Ambos compuestos toxicos aumentaron los resultados
de la prueba HOS para la membrana disfuncional y no intacta. a-c Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05); n= 3 muestras

independientes y por duplicado.

El PFOS y el PFOA bloquean la salida de colesterol de la membrana

Es importante saber si el dafo en el espermatozoide de cerdo causado por la
exposicion a PFOS y PFOA genera una alteracion en los niveles de colesterol en la
membrana, recordemos que durante la capacitacion es indispensable un eflujo del
colesterol para que se lleven a cabo los cambios necesarios en la membrana. Se
determind el colesterol en espermatozoides capacitados en presencia de PFAS y se
evalu6 mediante tincion de filipina que mostré dos patrones fluorescentes
caracteristicos de NC y espermatozoides capacitados. Se observo una fluorescencia

menos intensa en los espermatozoides capacitados que en los espermatozoides NC
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(Figura 17a); esto es consecuencia de la salida de colesterol. La cuantificacion de la
fluorescencia muestra una reduccion significativa en los espermatozoides capacitados
con respecto a los espermatozoides NC (Figura 17b). Cuando los espermatozoides se
expusieron a PFOS y PFOA, el nivel de fluorescencia de filipina fue similar al de los
espermatozoides NC. Estos resultados sugieren que la salida de colesterol de la
membrana se detuvo debido al dafno en la MP producido por la toxicidad de las dos

PFAS.

Efecto de PFOS y PFOA sobre la distribucion de L-fucosa sobre la
capacitacion y RA
Como paso siguiente se investigd si el dafio en el espermatozoide de cerdo causado

por la exposicion a PFOS y PFOA genera una alteracidén en la redistribucion de los
carbohidratos de membrana. Para ello se analizé su efecto en los residuos de L-fucosa
en la membrana del espermatozoide, ya que este carbohidrato tiene un papel
importante durante la reproduccion, funcionando como una sefal importante de
reconocimiento entre el espermatozoide y el ovocito. La distribucién de L-fucosa se
evalué mediante microscopia de fluorescencia con la lectina UEA conjugada a FITC

(Figura 18).
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Figura 17. PFOS y PFOA bloquearon la salida de colesterol de la membrana plasmatica
en espermatozoides de cerdo. a) Patrones de fluorescencia de filipina (marcador
del colesterol) en espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (Cap),
capacitados mas PFOS y capacitados mas PFOA. b) Unidades arbitrarias de
fluorescencia (U.A.F.). El grupo Cap disminuy6 la fluorescencia con respecto al
grupo NC, los grupos con PFOS y PFOA no presentaron disminucién con respecto
al NC. *El asterisco indica diferencias estadisticas significativas con respecto a los
demas grupos (p < 0.05); (media £ DE; n= 3 experimentos independientes y por

duplicado).
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Figura 18. Patrones de fluorescencia con UEA-FITC ante la exposiciéon de PFOS y PFOA.
Patrones A-C. A) Sin fluorescencia, B) fluorescencia concentrada en la zona
apical y en la pieza media del flagelo, C) fluorescencia concentrada en la region
ecuatorial y en el flagelo, D) fluorescencia sobre la region acrosomal y en el flagelo.
Control negativo: L-fucosa libre+ lectina UEA. n= 3 experimentos independientes y

por duplicado.

Se presentaron cuatro patrones principales de tincién de la lectina UEA-FITC cuando
los espermatozoides fueron expuestos a PFOS y a PFOA. El patron A se caracterizd
por la ausencia de fluorescencia, en el patrén B la fluorescencia se concentrd
principalmente en la zona apical y en la pieza media del flagelo. El patrén C se
distinguié por que la fluorescencia permanecio en la region ecuatorial y el flagelo,
mientras que el patron D revel6 fluorescencia principalmente en la regién acrosomal y
el flagelo.

Como control negativo se realizé en paralelo la incubacion del azucar L-fucosa libre
junto con la lectina UEA durante 30 min antes de ser adicionada a los espermatozoides
lo cual permitio verificar la especificidad de la lectina (Figura 18).

Una vez que se identificaron los patrones de fluorescencia se determiné la proporcion

de espermatozoides que presentan cada uno de los patrones. Al comparar el grupo
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control no capacitado (NC) con el grupo control capacitado (C CAP) se pudo observar
que el patrén A sin fluorescencia aumenta y disminuye el patrén B cuando los
espermatozoides se encuentran en condiciones capacitantes. En los espermatozoides
capacitados en presencia de PFOS disminuyo un 55 % el patrén A, aumentd un 22 %
el patron B y aumentd 37 % el patrén C con respecto al grupo control C CAP. Cuando
los espermatozoides capacitados fueron expuestos a PFOA disminuy6 un 50 % el
patrén A con respecto al C CAP, aumento un 22 % el patréon B y apareci6 el patron D
con un 24 % con respecto al grupo control C CAP (Figura 19).

Al inducir la RA posterior a la capacitacion y exposiciéon a los PFAS, unicamante
estuvieron presentes dos patrones de fluorescencia con la lectina UEA-FITC, el patron
Ay el patrén B. En el grupo control RA (C RA), el patrén A se presenté en un 60 %
mientras que el patron B en 40 %. En los grupos con presencia de PFOS y PFOA el
patron A no tuvo cambios significativos con respecto al grupo control C RA, sin
embargo, el patrén B disminuyo 16 % para PFOS y 23 % para PFOA.

Estos resultados indican que PFOS y PFOA modifican la distribucion de los residuos
de L-fucosa en los procesos de capacitacion y RA en los espermatozoides de cerdo in

vitro (Figura 20).
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Figura 19. Efecto de PFOS y PFOA sobre la redistribucion de L-fucosa durante
condiciones capacitantes en espermatozoide de cerdo. Después de la
capacitacion espermatica (C CAP), el patron A incrementa, principalmente a
expensas del patron B, mientras que los patrones C y D se mantienen en muy
baja proporcion. En presencia de PFOS y PFOA, el patrén A decrece con
respecto a los dos grupos control, no capacitados y capacitados, incrementando
los patrones C para PFOS y D para PFOA. Analisis por ANOVA seguido de una

prueba de TUKEY con una P <0.05. (*, A, %, ¢) = Diferencias significativas con

respecto al grupo control positivo (C CAP).
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Figura 20. Efecto de PFOS y PFOA sobre la distribucion de L-fucosa en el
espermatozoide de cerdo durante condiciones de induccion de RA. El patrén

B decrecié cuando los espermatozoides fueron expuestos a PFOS y PFOA.
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Analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una p < 0.05. (*) =

Diferencias significativas con respecto al grupo control RA (C RA).

Los PFAS impiden el movimiento y la distribuciéon normales de los MDM.
Los espermatozoides de cerdo presentaron MDM que cambiaron su distribucién

espacial en la membrana de la zona apical de la cabeza durante la capacitacion (van
Gestel et al. 2005). Flotilina 1 y 2 se han utilizado como marcadores de MDM. Debido
a que los MDM se redistribuyen durante la capacitacién, examinamos el efecto del
PFAS en los MDM. Los espermatozoides fueron capacitados en presencia de PFOS y
PFOA, y se revelo flotilina-1 usando un anticuerpo anti-flotilina-1; se observaron tres
patrones de fluorescencia caracteristicos (Figura 21A): el patron 1 presentd
fluorescencia en la region acrosomal y el flagelo; el patron 2 mostré fluorescencia
agrupada en la zona apical (marcada por flechas) y la pieza central; el patron 3 reveld
la presencia de fluorescencia solo en la pieza intermedia. Se cuantificaron las
proporciones de espermatozoides que presentaban estos tres patrones (Figura 21B).
Para los espermatozoides NC, el patron 1 fue predominante (~93 %), mientras que en
los espermatozoides capacitados, los patrones 1 y 2 mostraron proporciones similares
(~51 % y ~49 %, respectivamente). Cuando los espermatozoides se capacitaron en
presencia de PFOS o PFOA, predominé el patrén 1 (~85 % y ~70 %, respectivamente)
sobre los demas. El patrén 3 se detectd solo en los espermatozoides tratados con
PFOA y PFOS (~2.5 % y ~5 %, respectivamente). Este hallazgo indica que, bajo la
exposicidon a estos compuestos, los MDM no se reorganizaron de la forma en que lo
hacen normalmente durante la capacitacion.

Es bien sabido que la movilidad de las proteinas de las balsas lipidicas, como la flotilina

y las caveolinas, depende de la activacion de la calpaina (Maldonado-Garcia et al.
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2017). Por lo tanto, como control negativo, determinamos si la calpeptina, un inhibidor
especifico de la calpaina, también inhibia la migracion de la flotilina.

Los resultados mostraron que la inhibicion de la calpaina no permite cambios en la
localizacion de la flotilina. Como control positivo se corroboré la presencia de flotilina
en células de cobayo, donde su ubicacion esta bien estandarizada, principalmente en
la zona apical de la cabeza (Maldonado-Garcia et al. 2017).

El anticuerpo antiflotilina primario solo, en ausencia del anticuerpo secundario y del
inhibidor de calpaina (calpeptina), se us6 como control negativo. Flotilina-1 dispersada
en el acrosoma en los espermatozoides no capacitados, y flotilina-1 detectada en la
zona apical de la cabeza en los espermatozoides capacitados del cobayo se usaron

como controles positivos (Figura 22).
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Figura 21.PFOS y PFOA alteraron el reordenamiento de la distribuciéon espacial de los
microdominios de la membrana del espermatozoide de cerdo. Los
espermatozoides fueron capacitados durante 4 h. Los microdominios se evaluaron
mediante localizacion con flotilina-1. A) Patrones de fluorescencia de flotilina-1. B)
Cuantificacion de los tres patrones en espermatozoides capacitados en presencia o
ausencia de PFOS (274 uM) y PFOA (950 uM). a, b, c, d Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas (p < 0.05); (media + DE; n = 3 experimentos

independientes por duplicado).
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Figura 22.Controles de flotilina-1 inmunomarcada. a) No capacitado + flotilina-1,
fluorescencia distribuida en el acrosoma de la cabeza. b) Capacitado +. Flotilina-
1, fluorescencia agrupada en la zona apical de la cabeza (flechas). ¢) Control
negativo: capacitado + flotilina-1 + inhibidor de calpeptina (calpaina); la inhibicion
evita el reordenamiento de la flotilina en la zona apical de la cabeza. d) Control
negativo: capacitado + flotilina-1 sin Ab secundario; ausencia de fluorescencia. e)
Control positivo: Espermatozoides de cobayo no capacitados + flotilina-1;
fluorescencia dispersa en el acrosoma. f) Control positivo: Espermatozoides de
cobayo capacitados + flotilina-1; fluorescencia agrupada en la zona apical de la

cabeza.

Efecto de PFOS y PFOA sobre de la remodelacion del citoesqueleto de
actina

Para analizar la polimerizacion del citoesqueleto de actina, los espermatozoides
capacitados se tifieron con el colorante faloidina-FITC. Se encontraron dos principales
patrones de fluorescencia en espermatozoides de cerdo, el patrén 1 se distingue por
tener fluorescencia unicamente en la pieza media, mientras que el patron 2 se

distingue por que la fluorescencia se distribuye en todo el espermatozoide (Figura 23).
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Figura 23.Patrones de fluorescencia de faloidina en los espermatozoides. Se evalud la
polimerizaciéon de la F-actina con colorante faloidina. Los grupos de control
capacitados y no capacitados y los espermatozoides capacitados se expusieron a
PFOS (274 uM) y PFOA (950 uM). a, b, c Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas (p < 0.05); (media + s.e.m.; n= 3 experimentos

independientes y por duplicado).

La presencia de ambos patrones nos indica el grado de polimerizacion de actina y la
heterogeneidad de capacitacion en la muestra espermatica. Probablemente el patron

1 el cual unicamente presenta fluorescencia de actina-F en la pieza media puede ser
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que aun no tenga polimerizacién de capacitacion avanzada como el patron B donde
hay fluorescencia homogéneamente en todo el espermatozoide.

Se cuantificaron los espermatozoides expuestos a PFOS y PFOA que presentan los
patrones 1 y 2 de fluorescencia de actina (Figura 24). El patron 1 predominé en los
espermatozoides no capacitados, pero el patréon 2 predomind en los espermatozoides
capacitados.

La F-actina se distribuy6 espacialmente a lo largo de los espermatozoides (patron 2)
en el 73 % de los espermatozoides capacitados, por lo que se tomé como patron
caracteristico de esta poblacién. En tratamiento con PFOS y PFOA, la F-actina
disminuyo a 48 y 58 % en las muestras expuestas a PFOS y PFOA, respectivamente.

Ambos téxicos evitaron la remodelacion de la F-actina cuando estaba presente durante
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Discusién

En este estudio se analizaron los efectos toxicos agudos de PFAS para dilucidar el
posible mecanismo de dafio en los procesos fisiologicos de capacitacion y RA en
espermatozoides de cerdo. Las concentraciones utilizadas se basaron en un analisis
toxicologico que permiti6 determinar las CL50, posteriormente, se utilizaron en
nuestros ensayos las concentraciones subletales 72 CL50 para PFOS (que coincide en
similitud con la CIC50) y 72 CL50 para PFOA. Estas concentraciones subletales fueron
del orden de pM: 274 uyM para PFOS y 950 uM para PFOA. Otros estudios en los que
se determinaron concentraciones uM de PFAS involucraron lineas celulares de
hepatocarcinoma, donde la CI50 (concentracion de inhibicion de la viabilidad celular
media) fue de 235.74 uM para PFOA (Abudayyak, Oztas y Ozhan 2021), y de C.
elegans, donde la CL50 de PFOS fue de 2030 uM (Chen et al. 2014). Estas evidencias
apoyan el uso de concentraciones de uyM en el presente trabajo. Una variable mas de
la toxicologia para determinar la toxicidad de un compuesto es el tiempo de exposicion,
el tiempo de los espermatozoides que se exponen a los compuestos toxicos en el tracto
reproductivo de la hembra es variable y puede ser prolongado (Suarez y Pacey 2006)
aunque las concentraciones en el tracto femenino pueden ser bajas en el orden de los
nm, se tiene que tomar en cuenta el largo tiempo de exposicion al momento de evaluar
la toxicidad de un compuesto. Los espermatozoides también estarian expuestos a los
compuestos téxicos durante un tiempo prologado en el aparato reproductor masculino,
debido que las PFAS pueden cruzar la barrera hematotesticular (Wan et al. 2014),
tienen al menos cinco semanas de diferenciacion testicular y dos semanas de

maduracion en el epididimo (Franga, Avelar y Almeida 2005). Por lo tanto, la
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exposicion a las PFAS puede ocurrir desde el testiculo hasta la fertilizacion del ovocito.
Debido a la dificultad de realizar estudios toxicoldgicos in vivo en el aparato reproductor
femenino y masculino, los estudios agudos in vitro constituyen el medio ideal para
evaluar el posible efecto de las sustancias toxicas sobre los espermatozoides durante
su recorrido por el oviducto y testiculo-epididimo-glandulas accesorias. Los estudios
in vitro se utilizan como modelos porque permiten manejar de manera controlada las
variables involucradas, y permiten determinar su efecto puntual y dilucidar el posible
mecanismo de dafio en procesos fisiologicos como la capacitacion y la RA [7]. Es por
esto, que en este estudio el tiempo de exposicidn fue de 4 h correspondiente al tiempo
que dura la capacitacion espermatica, con 20 min adicionales que corresponden al
tiempo necesario para inducir la RA con P4. Esto se realiz6 con el fin de determinar el
nivel de toxicidad de las PFAS en ambos procesos.

En nuestro grupo de trabajo se determin6 con anterioridad que PFOS disminuye la
movilidad espermatica, la capacitacion y la RA (Oseguera-Lopez et al. 2020).
Posteriormente en este trabajo observamos que PFOA no afectd la movilidad pero
también disminuyo la proporcidn de células capacitadas aunque en menor proporcion
que con PFOS. La RA de espermatozoides expuestos a PFOA parecia permanecer
sin cambios cuando se evalué con CTC, sin embargo, cuando se evalué mediante la
técnica de tincion FITC-PNA, la proporcion de espermatozoides con RA fue menor que
con la técnica de CTC. El mismo efecto ocurrié con PFOS indicando que la técnica de
tincion con PNA conjugada con FITC es mas precisa para evaluar la RA. Fue evidente
que PFOS tiene un efecto negativo mayor en la capacitacion y la RA que PFOA, sin

embargo, ambos compuestos afectaron dichos procesos de manera significativa.
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Es bien sabido que la capacitacion estd ampliamente ligada con la entrada de Ca?*,
que dispara la via de sefalizacién PKA para la activacién de proteinas responsables
de la movilidad espermatica como las dineinas del axonema flagelar. En este estudio
se encontré6 que PFOS y PFOA desregularon los niveles de [Ca?']i, generando un
desequilibrio en su homeostasis que es necesario para llevar a cabo la capacitacion y
la RA de manera correcta. También se observo que se inhibe la entrada de Ca?* ante
la adicidn del ionoforo A23187, esta inhibicidn contribuye a su desregulacion dentro de
la célula; un exceso de este ion divalente en las células puede interferir con funciones
esenciales durante el proceso de capacitacion. Se ha observado que, tanto PFOS
como PFOA, se acumulan en las neuronas y elevan las concentraciones de Ca?* por
la liberacion desde compartimientos de Ca?* (Liu, X et al. 2011). Asi mismo, se ha visto
que PFOS aumenta los niveles de Ca?* en neuronas corticales de rata (Oh, J et al.
2018) y que la expresion de los canales de Ca?* tipo L decrece, interrumpiendo el flujo
correcto de Ca?* en cardiomiocitos después de un tratamiento con PFOS (Tang, L et
al 2017).

La ketamina es un anestésico utilizado en la medicina humana y animal, se ha
demostrado que causa efectos téxicos al espermatozoide de humano. Algunos de
estos efectos son la disminucion de la movilidad progresiva y la inhibicion de la RA
relacionada con disminucion del [Ca?*]. La ketamina también inhibié a CatSper, un
canal especifico de espermatozoide que modula el flujo de [Ca?*)i (He et al., 2016). Se
ha reportado que en miocitos ventriculares y en células de Purkinje (Harada et al.,
2006) expuestos a PFOS, la duracion y el pico del potencial de accion de los canales
de Ca?* tipo L disminuyeron significativamente cambiando el potencial de membrana

y, como consecuencia, se alterd la cinética del Ca?* por la presencia de PFOS. Los
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canales de Ca?' tipo L también se encuentran en el espermatozoide y, al ser
bloqueados con Verapamil, la hipermovilidad se anul6, demostrando que son
fundamentales para la movilidad del espermatozoide (Takahashi et al., 2013). PFOS y
PFOA podrian generar el dafio a nivel de membrana provocando que los canales de
Ca?* no funcionen de manera correcta en el influjo de Ca?* y a su vez que se aumenten
las concentraciones de Ca?* por su liberacién desde compartimientos internos como
la mitocondria o membranas redundantes. El incremento de [Ca?']i provocado por
PFOS podria generar dafo en la capacitacién inhibiendolo, y como consecuencia, la
RA también se inhibe. El incremento de Ca?* provocado por PFOA puede activar la
capacitacion y una RA temprana. Posiblemente el dafio de PFOS y PFOA hacia los
espermatozoides sea a nivel de los canales o bombas de Ca?* como los tipo L,
CatSper, CERCA o PMAC4 (bomba de Ca?* ATP asa); estos, a su vez, son regulados
por cambios en el pH y en el potencial de membrana. Es bien sabido que la
hiperpolarizacion de la MP esta relacionada con la activacion de los canales de Ca?*
necesarios para la captacion de Ca?* durante la capacitacion y la RA. Por esta razon,
cuando vimos el incremento del [Ca?*];, decidimos evaluar el cambio en el potencial de
membrana durante la capacitacion de los espermatozoides de mamiferos cuando los
espermatozoides estaban expuestos a las PFAS.

PFOS y PFOA afectaron la conductancia de la membrana lipidica mediada por
valinomicina encargada de transportar los iones K* e inducir la hiperpolarizacion de la
célula, este efecto no se produjo. Por tanto, no fue posible medir la Emv en presencia
de los compuestos estudiados, lo que sugiere la posibilidad de disfuncion del
transporte a nivel de membrana. Es probable que los compuestos perfluorados afecten

la capacitacion y RA al alterar el potencial de membrana permitiendo la activacién o
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inhibicion de canales responsables del influjo de Ca?*. Debido a que los resultados
indican una disfuncionalidad en la membrana se realizé la prueba HOS y observamos
qgue desde el inicio de la exposicion hubo un incremento de 3.3 veces y 2 veces mas
para PFOS Y PFOA respectivamente. Al final de la capacitacién el dafio fue de 3.6
veces Yy 3.5 veces mas, indicando que el dafio comienza una vez que las PFAS entran
en contanto con la membrana plasmatica del espermatozoide. Como hemos visto a lo
largo de la investigaciéon, PFOS tiene un efecto mas toxico que PFOA en los
espermatozoides y es un efecto mas rapido, es por ello por lo que no hubo diferencias
de dano entre NC y capacitados con PFOS, pero con PFOA si hubo diferencia
creciente. Se ha visto que PFOA se retiene en la membrana causando dafio a las
células HelLa (Peropadre et al. 2020) y en espermatozoides de humano se ha
presentado alteracion en la movilidad debido a la ruptura membranal (Sabovié et al.
2019). Al igual que lo observado en este trabajo, se ha visto que hubo alteracion de la
membrana en Escherichia coli expuestos a PFOS y PFOA en presencia de dafio del
ADN debido a dafo oxidante (Liu et al. 2016). De igual manera, en nuestro grupo de
trabajo se encontro presencia de dafo al ADN en espermatozoides de cerdo expuestos
a PFOS y PFHXxS en relacion a un incremento de EROS (Oseguera-Lépez et al. 2020).
Es posible que las PFAS al integrarse a la MP generen un dano desequilibrando las
EROS. Como ya hemos mencionado con anterioridad, las EROS se producen de
manera fisiologica durante la capacitacion, un desequilibrio en su produccion podrian
afectar el proceso de capacitacion.

Debido al dafo observado en la membrana plasmatica fue de suma relevancia conocer
cuales son los cambios que surgen en la membrana que son necesarios para el logro

de la capacitacién y RA. Uno de los eventos mediados por las EROS es el correcto
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eflujo del colesterol de la MP. Tanto PFOS como PFOA evitaron la salida del colesterol
en los espermatozoides capacitados. Se ha demostrado que una produccion
equilibrada y fisiologica de las EROS oxidan al colesterol para la formacion de
oxiesteroles asociandose con la activacion de proteinas transportadoras de esteroles
como las HDL y la albumina (Boerke et al. 2008; Boerke et al. 2013). La produccién no
fisiologica de las EROS por parte de PFOS puede estar involucrada en interrumpir la
activacion de las proteinas captadoras de esteroles dafiadas. Es posible que el efecto
que observamos de la ausencia de eflujo del colesterol durante la capacitacion con
PFOS y PFOA se deba a un desequilibrio de las EROS necesarias para la captacion
del colesterol. En estudios in silico de membranas POPC (palmitoil- 2- oleogil- glicerol-
3-fosfocolina) computarizadas, se ha determinado que las moléculas de PFAS se
incrustran en la membrana y tienen un efecto de condensacién similar al colesterol;
este efecto no permite buen dinamismo de moléculas a través de la membrana cuando
las PFAS estan incrustradas. Ademas la presencia de las PFAS en la membrana
generan un incremento en el grosor de la bicapa membranal, este aumento es mayor
con PFOS que con PFOA. También se observo que las PFAS interaccionan con el
grupo fosfato de los fosfolipidos de la membrana mediante enlaces de hidrogeno vy el
area por fosfolipido es disminuido tras esta interaccion (Shen et al. 2020). Estos
fendmenos estudiados in silico dan una idea de cdmo podrian comportarse las PFAS
de manera experimental y explicaria el por qué en el esperamatozoide los tdxicos
PFOS y PFOA no permiten la salida del colesterol de la membrana, al no haber
dinamismo, es posible que no haya captacion del colesterol por parte de las proteinas
captadoras de esteroles como la albumina y las HDL. Es bien sabido que el colesterol

incrementa los parametros de orden de los lipidos, especificamente de los grupos
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acilo, esto permite baja movilizacion descontrolada de las proteinas de membrana. Es
probable que ante la inhibicion de la salida del colesterol que hemos observado, la
membrana del espermatozoide se mantenga es un estado de rigidez. Este estado
rigido podria interferir en la movilizacion de moléculas necesarias durante la
capacitacién. La falta de dinamismo podria causar que no funcionen de manera
correcta las proteinas de transporte a través de la membrana como los canales idnicos
o bombas. Podria se la causa del motivo de que en este trabajo no ocurrié la entrada
de Ca?* por parte del ion6foro A23187 ya que al estar tan rigida la membrana no fue
posible su integracion o incrustracion a ella para realizar su funcion de transportar Ca?*.
Este efecto puede ser similar ante la adicién del ion6foro de K* cuando quisimos
evaluar el Emv.

El glicocalix del espermatozoide es mas grueso que otras células somaticas debido a
su importancia durante los procesos de capacitacion y RA (Schroter, S et al., 1999).
La unién de L-fucosa a la MP periacrosomal del espermatozoide de bovino, entre otros
residuos de carbohidratos es importante para el reconocimiento de las células
epiteliales oviductales y para fertilizar el 6vulo (Lefebvre et al., 1997). Un estudio
demostré que los residuos de L-fucosa, analizados por citometria de flujo,
disminuyeron con respecto a los no capacitados durante la capacitacién y la RA del
espermatozoide de cerdo (Jiménez et al. 2003). En este trabajo se observo que L-
fucosa requiere de estar presente en la zona apical del espermatozoide no capacitado,
posiblemente para la misma funcién. Al momento de capacitarse, los residuos de L-
fucosa se redistribuyen hacia la zona de la region ecuatorial, esta distribucion
posiblemente surga para el espermatozoide pueda despegarse del oviducto y poder

migrar hacia al ovocito y poder fertilizarlo. Durante la exposiciéon de ambos toxicos la
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redistribuciéon de L-fucosa se modifico por lo que PFOS y PFOA podrian afectar
directamente el poder fecundante de los espermatozoides. Por otra parte, la flotilina es
un marcador de los MDM, durante este estudio la flotilina tuvo cambios en su
reorganizacion cuando los espermatozoides se expusieron a PFAS; recordemos que
los MDM o lipid rafts son ricos en colesterol y se mueven a través de la membrana
para mayor disponibilidad de interaccion entre moléculas. Las PFAS al tener la
propiedad de condensacion en la membrana podrian afectar este dinamismo y asi
evitar la correcta redistribucion necesaria para que se lleve a cabo la capacitacion
espermatica como un efecto de la disfuncidon y dafio membranal. La remodelacion del
citoesqueleto de actina también se alteré cuando los espermatozoides se expusieron
a PFOS y PFOA, ya que hubo una polimerizacion mas significativa de actina-F durante
la capacitacion. Este aumento no ocurrié bajo la exposicion a PFOS y PFOA. En varios
estudios, el PFOS indujo la interrupcién de la barrera hematotesticular que afecto la
organizacion de la actina-F a través de la via p-FAK-Tyr407 (Chen et al. 2017; Mao et
al. 2018; Wan et al. 2014). Puede ser que PFOS actue inhibiendo a FAK en los
espermatozoides, lo que permite inhibir la polimerizacién de la actina, generando asi
dafio membranal.

PFOS y PFOA son los perfluorados mas estudiados, debido a que desde la década de
los afos 50 han sido los mas producidos por las compafiias como 3M y DuPont de
manera masiva. Se les ha atribuido numerosos efectos de dafio en comparacién con
las PFAS de cadena mas corta. Un estudio realizado en ratas ha demostrado que las
PFCs de cadena mas corta se eliminan mas rapidamente que las de cadenas largas,
relacionandose su tiempo de eliminacion con el dafio ocasionado (Yeung et al. 2009).

A pesar de que ambos compuestos poseen 8 atomos de carbono y que poseen gran
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similitud en su estructura quimica, es de gran interés la diferencia que tienen estos
compuestos en sus efectos hacia los espermatozoides. El efecto de PFOS es similar
al de PFOA pero con menor impacto. Esta diferencia puede ser debida al numero de
F en la cadena hidrocarbonada, el F es el elemento mas electronegativo de la tabla
periddica, PFOS contiene 17 F mientras que PFOA tiene 15. Ademas se ha observado
que PFOS es menos hidrofilico que PFOA, puediendo explicar el aumento en el grosor
de la bicapa lipidica observado en los estudios in silico.

Todos estos estudios en conjunto se relacionan entre si soportando la presencia de
dafo a nivel membranal afectando el reordenamiento de moléculas importantes para
que se lleve a cabo la capacitacion y la RA, el modelo propuesto se resume en la figura
25. Sin embargo, aun se requieren datos adicionales experimentales para dilucidar y

corroborar por completo este mecanismo de dafio.
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Figura 25. Modelo propuesto de dafno de PFOS y PFOA sobre la capacitacion de
espermatozoides de cerdo. A) Capacitacion espermatica en ausencia de PFAS.
Tras el correcto eflujo del colesterol por parte de los aceptores de esteroles como
la BSA o HDL se lleva a cabo el transporte equilibrado de Ca?* mediado por los
canales Catsper o PMCA4 (bomba de Ca?* ATP asa) y permite que exista un
ligero incremento de Ca*"ifisioldgico para que ocurra con éxito la capacitacion y
la RA. También ocurre la correcta redistribucion de moléculas en la membrana
necesarias para la sefializacion durante la capacitacion, RA vy fertilizacion. Los
MDM marcados con flotilina-1 se distribuyen hacia la zona apical de la cabeza
del espermatozoide. L-fucosa, en su mayoria, deja de estar expuesta como parte
de su integracion en las glicoproteinas de membrana. Hay una correcta
polimerizacion de F-actina en la cabeza del espermatozoide. B) Capacitacion
espermatica en presencia de PFAS. Debido a la literatura, se propone que PFOS
y PFOA aumentan el grosor de la bicapa lipidica incrustandose de manera
automatica y espontanea, generando un efecto de condensacion parecido al
colesterol. El eflujo del colesterol necesario para la capacitacion fue inhibido, por
lo que, la membrana se vuelve aun mas rigida y menos fluida, posiblemente por
el incremento de las EROS por parte de PFOS y a la falta de la actividad de los
aceptores de esteroles como las HDL o el BSA. Cuando se intenté inducir el
transporte de los iones K*y Ca?* mediante valinomicina y el ion6foro A23187, el
dafo por PFAS provocé que no hubiera un correcto transporte de los iones
posiblemente debido a que ninguno de los ionoéforos pudo integrarse debido a la
rigidez de la membrana. Segun nuestros resultados hay presencia de dafo y
disfuncion de la membrana plasmatica. Debido a la disrupcion membranal, a la
falta de un gradiente de concentracion, asi como, a la liberacién de Ca?* desde
los compartimientos internos, se presentd una acumulacion excesiva de Ca**
intracelular a las 3 h de capacitacion. Las PFAS afectaron la conductancia de la
membrana lipidica mediada por valinomicina alterando el potencial de
membrana. La rigidez en la membrana provoca que las moléculas (glicoproteinas
y MDM) no se distribuyan correctamente para su sefializacion, importante para
los procesos de capacitacién y RA. Asi como, se inhibid la polimerizacién de F-

actina quedando Uunicamente los monémeros de G-actina.

74



Conclusiones

En el presente estudio se observd que PFOS y PFOA alteraron la funcionalidad e
integridad de la MP durante la capacitacion de espermatozoides de cerdo in vitro.
Nuestros resultados indican que PFOS y PFOA producen disfuncién de la MP, asi
como dano en la fisiologia de los espermatozoides de cerdo, particularmente en los

procesos relacionados con la capacitacion. Esta propuesta se sustenta en:

1) Acumulacién de Ca?*, marcador de la ausencia de un control adecuado de influjos
de Ca?* realizado por los transportadores de Ca?* del espermatozoide.

2) Alteracion de la Emv, ya que los espermatozoides no respondieron al estimulo de
valinomicina y KCI.

3) Alteracion de la MP, ya que la prueba HOS mostré que la membrana no era
sensible a soluciones hiposmaticas.

4) Inhibicion de la salida de colesterol de la MP por las PFAS.

5) Reorganizacion de MDM vy citoesqueleto de actina que es inhibida por los

compuestos perfluorados.

El dafo directo que se produce a nivel de la MP, cuya correcta funcionalidad es
fundamental para los procesos relacionados con la capacitacion y la RA, requiere un
mayor estudio para determinar los efectos precisos de estos compuestos perfluorados

sobre la fisiologia espermatica.
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