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Resumen 

Los espermatozoides sufren un proceso complejo llamado capacitación durante su 

recorrido en el tracto reproductor femenino. En este proceso ocurre un conjunto de 

eventos bioquímicos que tienen como fin la fertilización. Algunos compuestos tóxicos 

pueden interferir en este proceso, incluidos las sustancias perfluoroalquílicas (PFAS) 

o también llamados compuestos perfluorados (PFCs) como el sulfonato de 

perfluorooctano (PFOS) y el ácido perfluorooctanoico (PFOA). Ambos se han enlistado 

como contaminantes orgánicos 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 plasmática (MP) durante la capacitación. 

Identificamos la concentración letal media (CL50) que fue de 460 µM para PFOS y 

1894 µM para PFOA, así como, la concentración de inhibición media de la capacitación 

(CIC50) que fue de 274 µM para PFOS y 1458 µM para PFOA, posicionando a estos 

dos compuestos en una toxicidad moderada hacia los espermatozoides. 

Posteriormente, evaluamos el efecto de ½ de la CL50, concentración subletal, sobre 

los procesos de capacitación y reacción acrosomal (RA), así como, en cambios 

importantes en la MP durante la capacitación. La proporción de espermatozoides en 

condiciones capacitantes disminuyó cuando fueron expuestos a PFOS y PFOA, lo que 

indica que ambos tóxicos generaron daño a nivel celular, lo que no permitió que se 

llevaran a cabo con éxito ninguno de los dos procesos. Para evaluar los mecanismos 
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del daño, se analizaron varios parámetros esenciales para la capacitación. El flujo de 

calcio intracelular [Ca2+]i se incrementó de manera inusual a lo que ocurre durante la 

capacitación fisiológica. Además de que se abatió la entrada de Ca2+ inducida 

mediante la integración de un ionóforo. También se observó que el potencial de 

membrana (Emv) se alteró ya que no hubo respuesta con la adición de Valinomicina y 

KCl. Estos resultados nos llevaron a pensar que el daño 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 exposición con PFOS y un 47 % para 

PFOA. Otras alteraciones en la membrana durante la capacitación en presencia de los 

PFAS estudiados han sido la inhibición de la salida del colesterol que es indispensable 

para la capacitación espermática y un cambio en la redistribución de la L-fucosa, un 

residuo de azúcar relevante para la fertilización. Se presentaron cambios en la 

reorganización de los microdominios de membrana y en la polimerización de actina-F, 

ambos importantes para la señalización del espermatozoide. Estos resultados indican 

que PFOS y el PFOA producen daño en la fisiología de los espermatozoides de cerdo, 

durante la capacitación y la RA debido al daño y a la disfunción presente en la MP.  
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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 µM for PFOS and 1894 µM for PFOA, as well as the median capacitation inhibition 

concentration (CIC50), which was 274 µM for PFOS and 1458 µM for PFOA, 

positioning to these two compounds in moderate toxicity towards spermatozoa. 

Subsequently, we evaluated the effect of ½ 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 [Ca2+]i was increased in 

an unusual way that occurs during physiological capacitation. In addition, the Ca2+ 

influx induced by the integration of an ionophore was abated. It was also observed that 
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the membrane potential (Emv) was altered since there was no response with the 

addition of Valinomycin and KCl. 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. 
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Introducción 

El espermatozoide requiere de tres procesos de maduración para lograr la fertilización. 

Maduración epididimal, capacitación y reacción acrosomal (RA). Durante la 

capacitación espermática, ocurre un conjunto de eventos bioquímicos que tienen como 

consecuencia la preparación para la RA y, finalmente, permitir al espermatozoide 

fertilizar al óvulo. Algunos compuestos tóxicos pueden interferir en este proceso, 

incluidos las sustancias perfluoroalquílicas (PFAS) o también llamados compuestos 

perfluorados (PFCs) como el sulfonato de perfluorooctano (PFOS) y el ácido 

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 daños 

producidos en la membrana plasmática (MP) durante el proceso de capacitación en 

presencia de las PFAS. 

Toxicología reproductiva 

La toxicología reproductiva es el estudio de los efectos adversos de las sustancias en 

los sistemas neuroendocrinos y reproductivos del embrión, el feto, el neonato, los 

mamíferos prepúberes y los adultos. Un xenobiótico es una sustancia extraña al 

individuo, se absorbe, distribuye metaboliza y excreta; experimentando generalmente 

transformaciones bioquímicas. 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 más altas de lo habitual. Se aplica a compuestos cuya 

estructura química es poco frecuente o inexistente en la naturaleza ya que, en general, 

son sintetizados en el laboratorio y utilizados en la industria. La mayoría han aparecido 

en el medio ambiente durante los últimos 200 años. Dentro de los xenobióticos se 

incluyen agentes químicos naturales o sintéticos, biológicos y físicos y en toxicología 

reproductiva se conocen como reprotóxicos. 

Incluyen insecticidas, herbicidas, surfactantes y muchos otros; su producción se ha 

incrementado y causan daño al ambiente y a la salud. Los mecanismos por los que un 

xenobiótico puede generar daño son: muerte celular, interferencia mitótica, alteración 

en la función de los ácidos nucleicos, inhibición enzimática, falta de sustratos 

esenciales, fallas en el aporte de energía, genotoxicidad y alteraciones de las 

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

PFOS y PFOA 

Las PFAS son hidrocarburos de 5 a 10 átomos de carbono rodeados por átomos de 

flúor y un grupo funcional situado en el extremo de la cadena de carbonos. Son 

anfipáticos y pueden llegar a disminuir la tensión superficial del agua. Su uso comercial 

es amplio, se pueden encontrar en ropa, detergentes, champú, teflón 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 degradación y pueden acumularse en los seres 

vivos; la vida media calculada en suero de humano es de 4.8 a 5.4 años para el PFOS 

y de 3.5 a 3.8 años 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 flúor forman enlaces covalentes C-F muy 
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estables, lo que les permiten resistir temperaturas altas, así como, las bases o ácidos 

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 más se producen son el sulfonato de perfluorohexano y el 

ácido perfluorononanoico, también conocidos por sus siglas PFOS y PFOA, 

respectivamente (ATSDR 2015).  

En este trabajo se estudiaron PFOS y PFOA, ambos compuestos poseen 8 átomos 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 típicas, la vida media de PFOA en agua es 

aproximadamente de 41 años y, para PFOS, 92 años (EPA 2012). PFOS es un 

perfluoroalquil sulfonato, cuya fórmula molecular es CF3-(CF2)7-SO3H; PFOA, un 

perfluoroalquil carboxilato, su fórmula molecular es CF3-(CF2)6-COOH. A pesar de 

que ambos tienen el mismo número de carbonos, difieren en su grupo funcional 

sulfonato para PFOS y ácido carboxílico para PFOA, así como, en el número de 

átomos de flúor, PFOS tiene 17, mientras que PFOA tiene15 (Figura 1). 

PFOA es un derivado del ácido octanóico, su producción aproximada es de 500 

toneladas por año, se absorbe con facilidad en el tracto gastrointestinal y la vía de 

excreción principal es la orina (Andersen et al. 2008). Ambos compuestos se han 

enlistado como contaminantes orgánicos persistentes por la convención de Estocolmo 

debido a su bioacumulación, persistencia y toxicidad natural (United Nations 

Environment Program (UNEP) 2009).  

La Agencia de Protección 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 pública (EPA 2012). No hay información reciente 

acerca de la producción de PFAS, ya que no hay obligación de reportarlos en EUA 

(Forum 2005); el último reporte de producción de PFAS fue en el 2002 donde se 

determinó que los volúmenes de producción estaban entre 15,000 - 500,000 libras (6-

227 toneladas métricas). 

 

Figura 1. Estructuras de las PFAS: PFOS y PFOA 

La producción de PFAS en EUA disminuyó por parte de las fábricas productoras 

incluyendo a “3M”, que era la empresa con la producción más importante, pero que ya 

no lo produce, y, a pesar de ello, su persistencia y acumulación resultan detectables 

en la población (EPA 2012). Sin embargo, en otros países, como México, no hay un 

control preciso de la producción de PFAS y esto representa un problema de salud 

pública (ATSDR 2015).  

Ambos compuestos tienen una gran afinidad hacia la albúmina y esto conlleva su 

transporte efectivo en el plasma. Las vías de mayor exposición para PFAS son la 

ingesta de alimentos contaminados como el pescado, pollo, verduras y frutas; el agua, 
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la contaminación del aire y contaminación de manos a boca por tener contacto con 

alfombras tratadas (ATSDR 2015). Se encontró que PFOA induce tumores en hígado 

y páncreas 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, cáncer de hígado, niveles altos de colesterol, 

enfermedad de tiroides, colitis, cáncer testicular y disminución 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 protección de la inmunidad producida por 

vacunas. Las PFAS se han relacionado estrechamente con problemas en la salud en 

diferentes patologías, por lo que pueden estar implicadas en problemas asociados con 

la reproducción (Anderko y Pennea 2020), específicamente en la calidad espermática.  

Estructura del espermatozoide 

El espermatozoide está formado por una cabeza y un flagelo; en la cabeza se 

encuentra el núcleo conformando casi la totalidad de su área. El extremo anterior del 

núcleo del espermatozoide está cubierto por el acrosoma que consta de una 

membrana interna y otra externa; es una vesícula secretora que contiene enzimas 

hidrolíticas necesarias para atravesar las capas externas del óvulo y poder fertilizarlo. 

El núcleo de la cabeza posee el material genético, ácido 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 función es desconocida, 

sin embargo, se le ha asociado con una participación primordial en la hiperactivación 

de la movilidad flagelar del espermatozoide, debido que funciona como almacén para 

el calcio intracelular [Ca2+]i (Ho 2010; Ho y Suarez 2003). En la pieza conectora 

también inicia el axonema que se extiende hasta la pieza terminal en una conformación 

9+2, es decir, 9 pares de microtúbulos periféricos (A+B) y un par de microtúbulos 

centrales. Los pares de microtúbulos periféricos se unen entre sí mediante la nexina. 

Los brazos radiales conectan los pares periféricos con el par central. Las dineínas son 

proteínas encargadas de otorgar el movimiento flagelar. El axonema que emerge 

desde el cuello del espermatozoide va acompañado, 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 

adenosín trifosfato (ATP) necesario para el bateo flagelar que rodean a la fibra densa 

externa. También aquí se producen las especies reactivas de oxígeno (EROS), que 

pueden ser radicales libres, por ejemplo, (O2•—, HO) y especies reactivas de nitrógeno 

(NOS) como (NO • ) o moléculas prooxidantes (H2O2, HONO2—); un desequilibrio en 

su concentración intracelular puede afectar la calidad y funcionalidad espermática 

(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).  

 

Figura 2. Estructura del espermatozoide de mamífero. El espermatozoide está 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). 

Centriolo
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Figura 3. Representación esquemática 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 diámetro. D) Desaparecen las fibras densas 

y la vaina fibrosa por lo que el diámetro del flagelo es aún más pequeño. El axonema 

se conforma por un par central de microtúbulos que se conectan a los pares 

externos mediante los brazos radiales. La nexina se encarga de unir cada par 

externo de microtúbulos. En cada microtúbulo externo se encuentran los brazos de 

dineína, la proteína motora para el bateo flagelar dependiente de ATP. Tomado y 

modificado de (Turner 2003). 
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Capacitación espermática 

Es necesario que el espermatozoide pase por tres estados de maduración: epididimal, 

capacitación y RA para poder fertilizar al óvulo (Gadella y Luna 2014). La capacitación 

espermática implica una serie de cambios bioquímicos y fisiológicos que experimentan 

los espermatozoides de mamíferos en el oviducto. Estos cambios implican aumento 

en los iones internos de calcio [Ca2+]i y bicarbonato (HCO3-), que son necesarios para 

activar la adenilato ciclasa soluble (sAC) que produce adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc). El AMPc activa la vía de la proteína quinasa A para la fosforilación de 

proteínas en los residuos de tirosina, que es esencial para inducir la movilidad 

hiperactivada (Gadella y Luna 2014).  

Durante la capacitación, la membrana plasmática (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, reorganización y/o modificación de 

fosfolípidos, de los microdominios de membrana (MDM), de las proteínas y 

glicoproteínas 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 óxido-reducción que ocurren en los complejos de transferencia de electrones y que 

tienen al oxígeno como el último aceptor de electrones (Harper et al. 2004; Murphy 

2009). La producción de EROS por el espermatozoide es un proceso fisiológico normal 

necesario para la salida del colesterol que a su vez es secuestrado por la BSA e 

importante para la activación de sAC para producir AMPc, un desequilibrio en su 

generación es perjudicial para las células espermáticas 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 óvulo en las trompas de 

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

(Figura 4).  

 

Figura 4. Esquema de la capacitación espermática. Durante el proceso de capacitación 

ocurre una serie de cambios, entre ellos el intercambio de iones para la activación 

de sAC y PKA para la fosforilación de proteínas en residuos de Tyr para activar el 

estado hiperactivado del espermatozoide. También ocurre la hiperpolarización 

membranal, polimerización de actina, redistribución de microdominios y el eflujo del 

colesterol, entre otros cambios. Posterior a la capacitación ocurre la reacción 

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

Reacción acrosomal (RA) 

Durante la espermatogénesis, el acrosoma se forma a partir del aparato de Golgi, se 

genera una vesícula secretora con un complejo membranal con forma de capuchón en 

la zona apical de la cabeza del espermatozoide, por debajo de la MP. El acrosoma 

contiene enzimas capaces de degradar a la zona pelúcida (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 capacitación, consiste en cambios fisiológicos que permiten que se 

fusione la MP del espermatozoide con la membrana acrosomal externa generando 

fenestras (puntos de fusión entre membranas), en ellas se generan vesículas 

membranales híbridas para liberar las enzimas hidrolíticas 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 invención del microscopio de contraste de fases. 

Concluyó que para que se logre el proceso de RA se requiere de la entrada de Ca2+ 

desde el medio extracelular (Okabe 2016). En presencia de Ca2+, la RA se induce de 

manera fisiológica o no fisiológica; entre los inductores fisiológicos se encuentran la 

progesterona y la glicoproteína de la zona pelúcida ZP3; mientras que hay otros 

inductores no fisiológicos y farmacológicos como el ionóforo A23187, el éster de 

miristato de forbol (TPA) o análogos 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 reacción acrosomal. A) El acrosoma del 

espermatozoide se encuentra intacto. B) Se fusiona la membrana acrosomal 

externa con la membrana plasmática formando fenestras, se lleva a cabo la 

liberación de enzimas. C) Desaparición del acrosoma, permanecen como residuos 

las vesículas membranales híbridas compuestas por la MP y la membrana 

acrosomal. D) Exposición 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 separación 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 duración y el sentido del cambio dependerá del tipo de 

canales iónicos, cuya actividad será modificada por la señalización. Los iones pasan 
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por diferentes velocidades y duración generando la separación de cargas. Cuando un 

ión se encuentra en equilibrio electroquímico se puede calcular su potencial 

conociendo las concentraciones externas e internas con la ecuación de Nernst 

(Figura 6). Esta ecuación permite expresar el gradiente de concentración de unión 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 está equilibrado con el flujo del sentido opuesto, a este 

estado se le considera el potencial de reposo. De manera fisiológica, las células tienen 

un potencial de reposo con valores negativos. Se ha observado que, durante la 

capacitación espermática, ocurre un cambio en el potencial de membrana que se 

hiperpolariza aproximadamente a  <-60 mV, esto permite la activación de los canales 

tipo T que, posteriormente, son abiertos mediante depolarización. En espermatozoides 

de cerdo y humano, la inducción de la RA mediante P4 o ZP3 provocan la 

despolarización 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). 

 

 
Figura 6. Ecuación 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 lipídico en la 

membrana. Tiene la capacidad de insertarse en los espacios intersticiales de la bicapa 

lipídica junto a los grupos acilo de los fosfolípidos grasos. Así la MP adquiere orden en 

sus fosfolípidos, disminuyendo la fluidez de la membrana, reteniendo el movimiento 

libre de fosfolípidos y proteínas 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 albúmina o proteínas de unión a esteroles como las HDL (Lipoproteínas de 

alta densidad, siglas en inglés) en el tracto reproductor femenino las cuales permiten 

el eflujo del colesterol durante la capacitación. El eflujo del colesterol de la MP es 

indispensable para el logro de la capacitación espermática. Es necesario que la 

membrana tenga una mejor fluidez para los cambios y reorganización de fosfolípidos, 

proteínas y azúcares que requiere el espermatozoide durante la capacitación y la 

preparación para la RA.  

En la capacitación in vitro se utilizan la albúmina de suero bovino (BSA) o la beta-

ciclodextrinas en los medios de capacitación para secuestrar una parte del colesterol 

de la MP (Choi and Toyoda 1998). Sin embargo, para la correcta salida del colesterol, 

además de un aceptor del colesterol, se requiere de Ca2+ y HCO3- para la subsecuente 

activación de la vía de señalización de AMPc/PKA que ocurre en la capacitación. 
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Posterior a esta vía, la familia de transporte de ATP SR-BI (scavengers receptors -

class, B type 1) media el flujo de HDL para su acción como aceptoras. Por lo tanto, 

hay dos formas de activación del eflujo del colesterol, mediante esta vía mediada por 

proteínas aceptoras de HDL y mediante una vía no específica con albúmina. El 

resultado es un scrambling de los fosfolípidos y una distribución en la desorganización 

de esteroles y fosfolípidos para permitir la correcta salida del colesterol (Travis and 

Kopf 2002). 

Glicocomponentes en espermatozoides 

El glicocálix es un interfaz externa de la célula, compuesto por proteínas y 

carbohidratos que están en contacto con la matriz extracelular. En el espermatozoide 

humano hay muchas de proteínas glicosiladas. El espermatozoide posee un glicocálix 

más delgado que el resto de las células, mientras que el diámetro del glicocálix del 

ovocito varía entre 1 y 16 µm, el de espermatozoide de cobayo mide de 20-60 nm. Sin 

embargo, difieren en complejidad ya que la ZP del ovocito contiene únicamente tres 

proteínas glicosiladas: ZP1, ZP2 y ZP3. (Liu 2016; Schröter et al. 1999). Se sabe que 

el glicocálix se modifica durante la capacitación y la RA y que los carbohidratos son 

importantes para el reconocimiento, adhesión y fertilización (Vasen et al. 2015). Las 

lectinas son proteínas que reconocen monosacáridos y oligosacáridos con alta 

especificidad, es por ello por lo que son utilizadas para el estudio de la glicosilación de 

las proteínas. Las lectinas se conjugan con fluorocromos para analizar la expresión, 

distribución y alteración de los residuos glicosídicos de los espermatozoides, ya sea 

en la MP o en el acrosoma (Jiménez et al. 2003).  
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En nuestro laboratorio se encontró que los residuos de N-acetil glucosamina y ácido 

siálico disminuyen después de la capacitación 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 fertilización (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 redistribución o eliminación de residuos de carbohidratos. 

La unión 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 fertilización del óvulo 

(Lefebvre, Lo y Suarez 1997). La fluorescencia de los residuos de L-fucosa analizada 

por citometría de flujo en espermatozoides de cerdo, disminuyó durante la capacitación 

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

Microdominios de membrana (MDM) en espermatozoides 

Además 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 tráfico de moléculas, esto gracias a la formación de regiones 

localizadas con composiciones y propiedades físicas que son diferentes a los demás 

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 pequeños con apenas 60 nm de diámetro y son ricos en colesterol, al 

ser tratadas con detergentes no iónicos no se solubilizan y al hacer separación 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 lípidos organizados (Maxfield 2002).  

Desde Singer y Nicholson en 1972, se predijo la organización estricta de los lípidos y 

proteínas en las membranas, sin embargo, se pensaba que la organización era libre 

de manera rotacional y lateral. Hoy en día se sabe que los lípidos y proteínas tienen 

una organización de heterogeneidad lateral que les permite una mayor interacción 

entre moléculas. La alta concentración de colesterol permite un estado de orden líquido 

con lípidos empaquetados, a diferencia de los demás segmentos que no pertenecen a 

los microdominios (Laude and Prior 2004).  

Polimerización de actina en espermatozoides 

El citoesqueleto de actina interviene, de manera importante, en procesos como división 

celular, contracción muscular, movilidad, control de uniones estrechas, señalización o 

procesos de endocitosis/exocitosis. La actina es una ATPasa que está presente en las 

células en forma de actina globular monomérica (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 organización y la dinámica 

espaciotemporal de las proteínas de unión a actina (Romarowski et al. 2016). Se ha 

identificado, en varias especies, la elongación o agrandamiento de la vacuola 

acrosomal durante la RA debido a la polimerización de la actina seguida de la 

liberación del contenido acrosomal (Tilney, Fukui y DeRosier 1987). La polimerización 

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 integración de vinculina, talina y paxilina al complejo, 
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durante la capacitación. Al inicio, hay un complejo naciente e inmaduro y a los 90 

minutos, el complejo madura. Se concluyó que FAK contribuye a la integridad del 

acrosoma y regula la polimerización y remodelación de actina; el complejo de adhesión 

focal de la pieza media puede estar involucrado en la activación de señales 

relacionadas con la movilidad (Roa-Espitia et al. 2016). La despolimerización rápida 

de F-actina es necesaria para que la RA se lleve a cabo. La actina se pierde después 

de la exocitosis desprendiéndose de las vesículas membranales híbridas. Al inhibir la 

polimerización de actina se bloquea la RA inducida por ZP y, por lo tanto, la fertilización 

(Romarowski et al. 2016; Hernández-González et al. 2000). 

  



 

23 
 

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). El PFOS y el PFOA 

(Liu, Du y Zhou 2007) son sustancias que alteran el sistema endocrino en seres 

humanos. La exposición a estos tóxicos altera la homeostasis del estrógeno en el 

suero del cordón umbilical (Wang et al. 2019) y aumenta la testosterona en los 

hombres (Joensen et al. 2013). Las mujeres que esperan más tiempo para quedar 

embarazadas tienen niveles más altos de ambos compuestos (Fei et 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 y (2.4-14.5 ng / mL) para PFOA en el líquido folicular de mujeres sometidas 

a tratamientos de fertilidad. La presencia de PFAS en el líquido folicular no se relacionó 

directamente con un cambio en la tasa de fertilización con FIV, sin embargo, se 

relacionó con la presencia de algunos factores de infertilidad femenina como el factor 

de endometriosis (factor 1), síndrome de ovario poliquístico (factor 2), infecciones del 

tracto genital (factor 3) y factores idiopáticos (factor 4) (Kim et al. 2020; Donley et al. 

2019). Los espermatozoides con parámetros normales disminuyen en hombres que 

poseen niveles más altos de PFOS o una combinación de PFOS y PFOA en la sangre, 

observando que las PFAS perturban y dañan 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 morfológica y fisiológica 

significativa con el espermatozoide de humano, es un modelo adecuado para estudios 

de toxicología reproductiva (Pond y Houpt 1978). Hoy en día, no hay informes 

suficientes sobre el efecto de la exposición de los espermatozoides a PFAS durante la 

capacitación. Anteriormente informamos que la exposición a PFOS disminuye la 

capacidad y la RA, altera la fosforilación de proteínas y aumenta las EROS en los 

espermatozoides de cerdo (Oseguera-López et al. 2020). Sin embargo, el mecanismo 

por el cual se ve afectada la capacitación, no se ha dilucidado por completo. El PFOS 

y el PFOA pueden inactivar y destruir células debido al estrés oxidante, el daño del 

ADN y la alteración de la membrana en Escherichia coli (Liu et al. 2016). El PFOA se 

retuvo en la membrana y causó daño a las células HeLa (Peropadre et al. 2020), y 

alteró la movilidad debido a la rotura de la membrana en el esperma humano (Šabović 

et al. 2019).  

Los PFAS se acumulan después de la absorción, debido a que se unen a proteínas 

séricas como la albúmina (Hundley, Sarrif y Kennedy Jr 2006). Así, las PFAS pueden 

distribuirse y acumularse en muchos tejidos, por lo que pueden ocasionar daño 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 reportó disminución de espermatozoides 

morfológicamente 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, hígado, cordón umbilical y en líquido seminal 



 

25 
 

(Lau et al. 2007). Los niveles en sangre de personas ocupacionalmente expuestas a 

PFOS van de 1.30 a 1.97μg/mL (Alexander y Olsen 2007); se encontró daño del ADN 

en hombres expuestos a este perfluorado (Joensen et al. 2009).  

Por otro lado, se determinó que la concentración letal media de PFOS en ovocitos in 

vitro fue de 30 μM, lo cual corresponde a los niveles de exposición laboral; también 

disminuyó 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 concentración espermática en el eyaculado (Joensen et al. 

2009).  

En nuestro laboratorio se determinó, en condiciones in vitro, que la concentración letal 

media de PFOS es 460 μM en espermatozoides expuestos durante el proceso de 

capacitación. Se observó un aumento en el tamaño y el número de espermatozoides 

aglutinados, comparado con el grupo control, donde se observaron solo aglutinados 

pequeños, fenómeno normal en la capacitación (Figura 7). Además, disminuyeron los 

espermatozoides capacitados y reaccionados, así como su movilidad conforme 

aumentó la concentración de PFOS, hasta encontrar espermatozoides totalmente 

inmóviles a 1500 μM (Sánchez 2017b; Oseguera-López et al. 2020; Ortiz-Sánchez 

2017).  
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Figura 7.  Microfotografía de aglutinados de espermatozoides formados en presencia de 
PFOS. Se observó que conforme aumenta la concentración (μM) del tóxico, 

incrementa el número y tamaño 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 

PFOS y 
PFOA E-coli 

● Daño membranal. 
● Mortalidad. 
● Estrés oxidante. 

(Liu et al. 2016) 

PFOA HeLa ● Daño membranal. 
● Se retiene en la membrana. 

(Peropadre et al. 
2020) 

PFOA Espermatozoide 
de humano 

● Disminuye la movilidad. 
● Daño a membrana. 

(Šabović et al. 
2019) 

PFOS Espermatozoide 
de cerdo 

● Disminuye la capacitación y 
RA. 

● Alteración de la 
fosforilación. 

● Aumento de EROS. 
● Aumento en la aglutinación. 

(Oseguera-
López et al. 

2020; Sánchez 
2017a; Ortiz-

Sánchez 2017) 
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Pregunta de investigación 

¿Cuáles son los mecanismos del daño que provoca la exposición de espermatozoides 

de cerdo a PFOS y PFOA in vitro? 

 

Hipótesis 

Los compuestos perfluorados, por sus características fisicoquímicas, 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 daño a nivel membranal evitando 

cambios necesarios para ambos procesos como los niveles de Ca2+, el potencial de 

membrana, la reorganización de carbohidratos, colesterol y microdominios, y 

remodelación del citoesqueleto de actina.  
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Objetivo general 

Determinar los mecanismos del daño que provocan los perfluorados en la capacitación 

de espermatozoides de cerdo in vitro. 

 

Objetivos específicos 

1) Establecer el efecto de PFOS y PFOA en la viabilidad, capacitación y reacción 

acrosomal (RA) para calcular la concentración letal media (CL50) y la 

concentración de inhibición de la capacitación media (CI50). 

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

a) El Ca2+ unido a proteínas de membrana de espermatozoides capacitados y 

con RAi. 

b) La capacidad de los espermatozoides para realizar la reacción acrosomal 

inducida (Rai). 

c) El flujo de [Ca2+]i durante la capacitación y la RAi. 

3) Definir el daño de PFOS y PFOA en la membrana de espermatozoides 

capacitados en cuanto a potencial de membrana, integridad, niveles del 

colesterol, distribución de carbohidratos y distribución de microdominios. 

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

actina en espermatozoides capacitados. 
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Métodos 

Todos los productos químicos 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 análisis se realizaron con el software NIS-ELEMENTS AR (V3.1). Se evaluaron al 

menos doscientos espermatozoides por portaobjetos. 

Obtención del semen y evaluación básica 

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 analizó 

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 

determinó la mortalidad, movilidad, número de anormalidades y la concentración 

espermática. La mortalidad y la movilidad deben cumplir > 80 %, anormalidades 

< 15 % y la concentración > 2x108 espermatozoides/mL.  

La mortalidad de los espermatozoides se determinó por medio de la técnica de 

Eosina/Nigrosina (E-N): se mezcló una gota de muestra de 5 µL con 5 µL de solución 

de tinción en un portaobjetos a 37 °C bajo microscopía de campo claro (Jiménez et al. 

2003; Björndahl, Söderlund y Kvist 2003). Se consideraron como espermatozoides 

vivos aquéllos que no presentaron tinción y muertos los teñidos en color rosa a rojo 

(Figura 8). Con los mismos frotis se determinó el porcentaje total de espermatozoides 

con anormalidades morfológicas. La movilidad se determinó por microscopía óptica a 

40X y se estimó el porcentaje de espermatozoides móviles. La concentración se 
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determinó mediante conteo al microscopio a 10X en una cámara de Neubauer. Para 

todos los parámetros, se analizaron 200 espermatozoides por muestra (Jiménez et al. 

2003).  

 

Figura 8.  Microfotografía de espermatozoides teñidos con Eosina-Nigrosina. Los 

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

Capacitación de espermatozoides 

Las muestras se lavaron dos veces con solución salina amortiguada con fosfato (PBS) 

para eliminar el plasma seminal mediante centrifugación a 600 x g durante 5 min. Para 

la capacitación, se colocaron 5x106 espermatozoides en una placa de cultivo de cuatro 

pozos con 1000 µL de TALP-HEPES (KCl 3.1 mM, NaCl 100 mM, NaH2PO4·H2O 0.29 

mM, Hepes 10 mM, NaHCO3 2.5 mM, lactato de sodio 21.6 mM, CaCl2·2H2O 2.1 mM, 

MgCl2·6H2O 1.5 mM y rojo de fenol 10 μg/mL como indicador de pH) a pH 7.4. Se 

suplementó el día de uso con 6 mg/mL BSA fracción V y 1 mM de piruvato de sodio. 

Se incubó durante 4 h a 38 °C en atmósfera húmeda con 5 % (v/v) de CO2 para lograr 

la capacitación espermática. Como control no capacitado (NC), los espermatozoides 

10 µm 
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se incubaron durante 10 min en un MNC sin suplementar. Las células se tiñeron 

después de la capacitación con 0.5 mg/mL de yoduro de propidio (PI) durante 8 

minutos a 37 °C para descartar las células muertas (Celeghini et al. 2010). La 

capacitación se evaluó mediante tinción con CTC. En cada caso, los espermatozoides 

se fijaron con 5 µL de glutaraldehído al 0.2 % en tampón Tris 0.5 M, pH 7.4, luego se 

mezclaron 5 µL de espermatozoides con 5 µL de tampón CTC 750 µM. 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 contenían más 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-López et al. 2020). Se cuantificaron 200 

espermatozoides y se determinó la proporción de células capacitadas y no capacitadas 

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

Concentración letal media (LC50) y concentración inhibitoria media de la 
capacitación (CIC50) de PFOS y PFOA. 
Los espermatozoides se incubaron en medio de capacitación (MC) con un amplio 

rango de PFAS, aumentando las concentraciones hasta alcanzar la máxima 

mortalidad, para calcular CL50: 1000, 1500, 3000 µM para PFOS, y 500, 1000, 1500, 

2000, 2500 µM para PFOA. El MC (0 µM de PFAS) se usó 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 evaluó mediante tinción E-N. La CL50 se determinó 

mediante la prueba Probit. 

Los espermatozoides se incubaron en condiciones de capacitación con 

concentraciones crecientes de 500, 1000, 2000 y 3000 µM de PFOS y PFOA, y la 

capacitación se evaluó mediante la tinción con clortetraciclina (CTC). La CIC50 se 

determinó mediante la prueba Probit. Las concentraciones de PFOS CIC50 y PFOA ½ 

LC50 se utilizaron para los análisis posteriores. Los controles sin PFAS y diluyentes 

se realizaron en paralelo como controles negativos. 

Inducción de RA con progesterona (P4) 

Despues de las 4 h de capacitación, los espermatozoides se incubaron con 10 µg/mL 

de P4 durante 20 minutos además de las 4 h de capacitación (Wu, Chiang y Cheng 

2006). Posteriormente las células se tiñeron después de la capacitación con PI, para 

descartar las células muertas. Los espermatozoides se fijaron, se tiñeron con CTC, se 

lavaron y se observaron como se describió anteriormente (Figura 12C).  

La lectina derivada del maní Arachis hypogaea PNA (peanut agglutinin) conjugada con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) se utilizó como técnica alternativa para medir la 

reacción acrosomal inducida (RAi). Se colocaron alícuotas de 20 µL en portaobjetos y 

se dejaron secar al aire durante la noche a temperatura ambiente (TA). A continuación, 

los portaobjetos se sumergieron durante 30 segundos en metanol al 100 %. Después 

de cambiar dos veces el PBS, las células se incubaron con 20 µL para quedar a una 

concentración final de 15 µg/mL de FITC-PNA durante 30 min a 37 ºC en cámara 

húmeda. 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 excitación/emisión FITC-

PNA 488/515 nm. Las células se tiñeron con PI después de la inducción de RA para 

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

Niveles de calcio intracelular [Ca2+]i 

Una alícuota de 4x106 espermatozoides capacitados/mL se colocó con Fluo-3 AM 

1 mM durante 30 min a 38 ºC en la oscuridad. Después de lavar para eliminar el exceso 

de tinción, se midieron los niveles de [Ca2 +] i con el espectrofluorómetro LS 55 usando 

el software FL WINLAB (Perkin Elmer, EE. UU.) con una emisión de 490 nm y 

longitudes de onda de absorción de 520 nm. En primer lugar, se determinaron los 

niveles de [Ca2+]i y de los espermatozoides expuestos a CIC50 PFOS y PFOA ½ CL50 

cada hora de 0 a 4 h de capacitación. A continuación, se midieron los niveles de [Ca2+]i 

durante 600 segundos después de la capacitación. Además, los espermatozoides 

expuestos a CIC50 PFOS y PFOA ½ LC50 se estimularon durante la medición de 

[Ca2+] i después de la capacitación con 10 µg de P4 en el segundo 300. En todas las 

medidas, se agregaron 10 µM de ionóforo 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 ecuación (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 medición (Mata-Martínez et al. 2013). 

Medición del potencial de membrana (Emv) 

Una concentración de 4x106 espermatozoides/mL se capacitaron en MC. Al final del 

proceso de capacitación se colocó yoduro de 3,3'-Di-n-propiltiadicarbocianina, 
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DISC3(5) (Invitrogen #cat: D306) para quedar a una concentración final de 1 µM. Se 

incubó durante 3 min en una cubeta en agitación a 37°C en atmósfera húmeda y en 

oscuridad que se encuentra integrada al espectrofluorómetro Perkin Elmer LS 55. El 

Emv se registró en tiempo real durante 600 segundos mediante espectrofluorometría 

bajo un espectro de emisión de 675 nm y un espectro de absorción de 651 nm. Durante 

el registro, se añadió valinomicina (un ionóforo de K+) a 0.5 M en el segundo 100 para 

calibrar la Emv, cuya función es el transporte de iones de K+, posteriormente, se 

añadieron concentraciones crecientes (0.5, 1, 2 y 2 M) cada 100 segundos para 

bloquear la hiperpolarización, inducir la repolarización y así determinar la Emv después 

de cada adición. Los datos de fluorescencia se normalizaron utilizando la ecuación 

(F/Fo)-1. Emv se calculó utilizando la ecuación de Nernst descrita con anterioridad 

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

Evaluación de integridad membranal 

La funcionalidad de la membrana espermática se evaluó mediante la prueba de 

solución hiposmótica (prueba HOS), según (Šichtař et al. 2019) con modificaciones. 

Se mezcló una alícuota de 50 µL de muestra capacitada (~ 200.000 espermatozoides) 

con 1 mL de 100 mOsm de citrato de sodio y se incubó durante 30 min a 37 ºC. Se fijó 

inmediatamente en formaldehído al 3 % (v / v) más glutaraldehído al 0.2 % (v / v). El 

enrollamiento y la hinchazón en el flagelo (HOS +) indicaron MP funcional intacta; su 

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

Se utilizó filipina para analizar los niveles de colesterol en la MP. Después de la 

capacitación, los espermatozoides se lavaron con PBS y se fijaron, como se indicó 

anteriormente.  

 

Figura 9. Prueba de endosmosis para evaluar integridad membranal. HOS+, membrana 

intacta sin daño, se caracteriza por presentar la cola enrollada o hinchada debido a 

que la membrana tiene la capacidad de responder ante una solución hiposmótica. 

HOS-, membrana con daño, se caracteriza por no presentar cambios en su 

morfología debido la falta de capacidad de responder ante una solución 

hiposmótica. 

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

Los espermatozoides se lavaron en agua destilada, se colocaron alícuotas de 20 x 106 

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 µg / mL de filipina durante 

1 h a 37 ºC. 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 emisión 

de 675 nm y de absorción de 651 nm). Las Unidades Arbitrarias de Fluorescencia 

(U.A.F.) se determinaron cuantificando la intensidad de fluorescencia media (píxeles 

por área seleccionada). El área de medición seleccionada fue la cabeza y la pieza 

central (Khalil et al. 2006). 

Reconocimiento de carbohidratos L-fucosa. 

Alícuotas de 10x106 espermatozoides/mL se incubaron con 5 µL de la lectina UEA 

conjugada con FITC (dilución 1:50 con PBS, 0.1 % BSA) durante 30 min a 37 °C, se 

lavaron los espermatozoides por centrifugación 600 g x 5 min. Se fijaron con 1 % de 

paraformaldehído. La proporción de los espermatozoides y la distribución de la 

fluorescencia se analizó mediante microscopía de fluorescencia (Jiménez et al. 2003). 

Evaluación de la distribución de microdominios de membrana (MDM). 

La flotilina-1 se utilizó como marcador de los MDM. Los espermatozoides se fijaron 

como se describe anteriormente y se lavaron en agua destilada. Se colocaron alícuotas 

de 20x106 células/mL en portaobjetos y se dejaron secar durante la noche. Los 

espermatozoides secos se permeabilizaron con PBS-Tritón 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 

dilución de bloqueo (BSA al 1 % en PBS) a TA. A continuación, los portaobjetos se 

lavaron y se incubaron durante 2 horas a 37 ºC con el anticuerpo secundario anti-ratón 

conjugado con FITC (1:50), se lavaron y se analizaron como se describió 

anteriormente.  
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Medición de polimerización de actina 

Para determinar si se altera la reorganización del citoesqueleto en los 

espermatozoides expuestos a las PFAS. Se analizó la redistribución de F-actina en el 

espermatozoide. Se permeabilizó el espermatozoide con acetona a 20 °C durante 7 

minutos y se lavaron con PBS. Se identificó F-actina usando TRITC-faloidina a TA 

durante una hora. Se colocó la muestra en un portaobjetos, se lavó, se selló y se 

observó en microscopio de epifluorescencia y contraste de fases (Roa-Espitia et al. 

2016).  

Análisis estadístico 

Cada parámetro se analizó con la prueba estadística ANOVA seguida de una prueba 

de TUKEY para evaluar si existen diferencias significativas entre grupos 

experimentales, así como entre grupos control y los grupos experimentales. Para 

corroborar significacia en algunos casos se realizó T- Student para comparar dos 

grupos específicos. Se utilizó una n= 3 como mínimo y se consideró una p ˂ 0.05 para 

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

espermatozoides. Para PFOS, la mortalidad fue del 64 % a 1000 µM y alcanzó el 97 % 

a 3000 µM (Figura 10A), mientras que para PFOA fue del 36 % a 1500 µM y del 76.5 % 

a 2500 µM (Figura 10B). No se observó ningún efecto citotóxico con los diluyentes de 

PFAS, por lo que no se mencionan en la descripción de los experimentos posteriores. 

Según el análisis Probit, la LC50 para PFOS y PFOA fue de 460 y 1894 µM, 

respectivamente.  

El efecto de las PFAS en la capacitación se determinó mediante tinción con CTC del 

patrón B para calcular la CIC50 (Tabla 2). El proceso de capacitación se modificó de 

manera dependiente de la concentración del perfluorado. La proporción de 

espermatozoides capacitados fue significativamente menor en presencia de PFOA 

1000 µM, que en el control (Tabla 2).  

El CIC50 de PFOS y PFOA fue de 274 µM y 1458 µM, respectivamente. Si bien ambas 

sustancias tóxicas afectaron la capacitación 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 espermática en condiciones de 
capacitación. Incubación durante 4 h en TALP-Hepes a 38 ºC. A) La 

mortalidad de los espermatozoides aumentó de manera dependiente de la 

concentración de PFOS, n= 8. B) La mortalidad de los espermatozoides aumentó 

después de 1500 µM de manera dependiente de la concentración 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 µM y 1894 µM, 

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 capacitación in vitro de 
espermatozoides de cerdo 

 

La capacitación espermática se realizó a 38 ºC durante 4 h. Tratamientos: grupo 

control (sin PFAS), 500-3000 µM de PFOS, y PFOA, diluyentes (DMSO para PFOS y 

medio no capacitante para PFOA). El CIC50 de PFOS y PFOA fue de 274 µM y 
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1458 µM, respectivamente. a-e Letras diferentes indican diferencias estadísticas 

significativas (p<0.05), (media ± DE, n= 3 experimentos independientes por duplicado). 

La determinación de la CIC50 es un paso trascendental en la investigación de los 

mecanismos involucrados en el daño producido por PFAS durante el proceso de 

capacitación. En los experimentos posteriores, empleamos 274 µM de PFOS (CIC50) 

y 950 µM de PFOA (½ LC50). La razón para no usar la CIC50 de PFOA (1458 µM) fue 

que el valor es muy cercano al de su LC50 (1894 µM). El uso de la concentración 

subletal permite el estudio adecuado de los mecanismos de toxicidad de un 

compuesto; ½ de CL50 de PFOS (230 µM) fue muy similar a la CIC50 (274 µM) 

utilizada en los ensayos posteriores. 

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

PFOS (274 µM) y PFOA (950 µM) la mortalidad basal del control se mantuvo constante 

durante las 4 h a un nivel de 9.83-15.33 %. El PFOA no mostró toxicidad en los 

espermatozoides, ya que la mortalidad se mantuvo similar a la del control. En el caso 

del PFOS, la mortalidad aumentó significativamente (20 %) desde el tiempo 0 h 

respecto al control, y alcanzó el 33 % a las 4 h de incubación. Pareciera que la hora 

cero posee más mortalidad que la hora uno con PFOA, sin embargo, no hay diferencias 

significativas entre ambos tiempos. Estos resultados indican que el PFOS es muy 

tóxico para los espermatozoides, ya que la mortalidad aumentó desde el inicio del 

procedimiento (Figura 11). 
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Figura 11. Efectos de concentraciones subletales de PFAS sobre la mortalidad 
espermática durante 4 horas en condiciones de capacitación. La 

capacitación espermática se realizó a 38 ºC durante 4 h. Grupo control (sin 

PFAS), 274 µM PFOS y 950 µM PFOA. Los asteriscos (*) indican diferencias 

estadísticas significativas en comparación con el grupo control incubado en 

ausencia de PFAS (p < 0.01), (media ± DE, n= 3 experimentos independientes 

duplicados). 

Efecto de PFAS sobre la capacitación y la RAi mediante la evaluación de 
la tinción con CTC 
Mediante la evaluación de la capacitación con PFOS (274 μM) y con PFOA (950 μM) 

se encontraron los tres patrones característicos de CTC: no capacitado, capacitado y 

con RA (Figura 12A). Se observó una inhibición significativa de la capacitación de los 

espermatozoides con ambos compuestos. El patrón de CTC Cap fue 

significativamente más 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 
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espermatozoides capacitados la RAi aumentó 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 capacitación y de la RA, las células 

muertas se descartaron mediante tinción con PI. 

Efecto de PFAS sobre la RAi mediante la evaluación de tinción con FITC-
PNA 

Se utilizó 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 tinción PI 

(Figura 13A). Al inducir la RA en todos los grupo se hizo una curva creciente de 

concentración-respuesta desde 0 µM hasta 300 µM de PFOS y desde 0 µM hasta 950 

µM para PFOA (Figuras 13B y 13C). Se observó una disminución en la RAi de manera 

dependiente al incremento de la concentración con ambos tóxicos. Los 

espermatozoides NC presentaron aproximadamente 13-14 % de RAi, después de la 

capacitación 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 µM, 

respectivamente. Los espermatozoides capacitados expuestos a PFOA mostraron: 24, 

23 y 18 % con 150, 550 y 950 µM, respectivamente. Estos hallazgos indicaron que 

½ CL50 de PFOA disminuyó tanto la capacitación como el proceso de RAi. Sin 

embargo, observamos que el PFOS impidió significativamente la capacitación y la RAi 

en los espermatozoides de cerdo (Figura 13).  
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Figura 12. Efecto de PFOS y PFOA en la capacitación de espermatozoide de cerdo y la 
reacción acrosomal inducida (RAi) in vitro evaluada con CTC. La capacitación 

se realizó a 38 ºC durante 4 h. La RA se indujo con 10 µg/mL de progesterona (P4) 

a 38 ºC durante 20 min después de 4 h de capacitación. A) Patrones CTC/IP: NC: 

no capacitado; C: capacitado; RA: reacción acrosomal inducida (RAi). Se 

desecharon las células muertas. B) Proporción de patrón B. C) Proporción de 

patrón C. Los espermatozoides considerados capacitados fueron CTC positivos 
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con patrón B y RAi positivos con patrón C. *Los asteriscos indican diferencias 

estadísticas significativas en comparación con el grupo 0 µM de PFAS CC 

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

 

Figura 13. Efecto de PFOS y PFOA en la reacción 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) Proporción del patrón RA 

vivo de PFOS. C) Proporción del patrón RA vivo de PFOA. *Los asteriscos indican 

diferencias estadísticas significativas en comparación con el grupo CCAP 

(p < 0.01), (media ± DE, n= 3 experimentos independientes y por duplicado). 
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PFOA que, si presentó diferencias significativas de RA al comparar ambas técnicas. 

Se obtuvo una proporción 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. Comparación de técnicas de tinción con CTC y PNA-FITC para la 
identificación de la reacción acrosomal en espermatozoides de cerdo 

 
Reacción 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 inhibición del proceso de capacitación se debió a una desregulación 

de [Ca2+]i se evaluó su entrada en una cinética de tiempo durante la capacitación. 

PFOS provocó un aumento inmediato y significativo de [Ca2+]i, comparado con los 

niveles bajos del grupo control a las 0 h. Estos niveles disminuyeron entre 1 y 2 h de 

capacitación, pero se produjo un aumento significativo a las 3 h, seguido de una 

disminución a las 4 h, aunque no regresó al nivel del grupo control. El [Ca2+]i se 

mantuvo igual al control con PFOA hasta las 3 h de capacitación en la cual hubo un 

aumento significativo, seguido de una disminución a las 4 h que no fue 

significativamente diferente con el de las 3h. Estos resultados sugieren que ambos 

compuestos provocaron una acumulación de [Ca2+]i a partir de las 3 h de capacitación 

(Figuras 14A y 14 B). La curva de fluctuación de [Ca2+]i se midió en tiempo real después 

de 3 h de capacitación (Figuras 14C-E). El control tuvo una fluctuación basal durante 
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los primeros 500 segundos. Cuando se añadió el A23187, el valor de [Ca2+]i aumentó 

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 

fluctuación de [Ca2+]i con ambas sustancias (Figuras 14D y 14E). Las muestras de 

espermatozoides incubadas en presencia de PFAS no respondieron al tratamiento con 

el ionóforo Ca2+ A23187. Además, los espermatozoides expuestos a PFOS y PFOA 

fueron estimulados durante la medición de [Ca2+]i después de la capacitación con 

10 µg de P4 en el segundo 300 (Figuras 14F y 14H). En todas las medidas, se 

agregaron 10 µM de ionóforo A23187 en el segundo 500 como control positivo. En 

este caso, cuando los espermatozoides capacitados fueron estimulados con P4, un 

aumento de [Ca2+]i, y el ionóforo A23187 respondió correctamente para aumentar y 

luego mantener los niveles de [Ca2+]i (Figura 14F). Sin embargo, cuando los 

espermatozoides fueron expuestos a PFOS, la P4 disminuyó los niveles de [Ca2+]i y el 

ionóforo no respondió (Figura 14G). Con PFOA, la P4 mantuvo los niveles de [Ca2+]i 

pero no respondió al ionóforo (Figura 14H). 



 

47 
 

 

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

1 101 201 301 401 501 601
-0.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

1 101 201 301 401 501 601

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1

0 1 2 3 4

Control PFOS

*

**

*

Horas

(F
-F
o)
-1

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1

0 1 2 3 4

Control PFOA *

*

Horas

(F
-F
o)
-1

A23187

Segundos

(F
-F
o)
-1

A23187

Segundos

(F
-F
o)
-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

1 101 201 301 401 501 601
Segundos

(F
-F
o)
-1

A23187

A

D

E

B

C Control Cap

Cap + PFOA

Cap+ PFOS

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

1 101 201 301 401 501 601

A23187
P4

(F
-F
o)
-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

1 101 201 301 401 501 601

A23187

(F
-F
o)
-1

P4

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

1 101 201 301 401 501 601

P4

Control Cap
Estímulo P4

A23187

(F
-F
o)
-1

Segundos

Segundos Segundos

F

HG
Cap+ PFOS
Estímulo P4 Cap+ PFOA

Estímulo P4



 

48 
 

Figura 14.PFOS y PFOA indujeron un aumento de [Ca2+]i en espermatozoides de cerdo 
in vitro. (A y B) La capacitación de los espermatozoides se realizó a 38 ºC durante 

1-4 h bajo exposición a los tóxicos. A) Espermatozoides expuestos a PFOS; 
B) Espermatozoides expuestos a PFOA. Los cuadrados representan el grupo de 

control, 0 µM de PFAS; los círculos representan PFOS; los triángulos representan 

PFOA. La exposición a PFOS produjo un aumento de [Ca2+]i en los espermatozoides 

NC desde el tiempo 0 h. El PFOA aumentó el [Ca2+]i a partir de las 3 h. (C-E) A las 

3 h, se midieron los niveles durante 600 segundos. Se añadió el ionóforo 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 estímulo PFAS + de P4. 

G) Espermatozoides capacitados expuestos al estímulo PFOS + P4. 

H) Espermatozoides capacitados expuestos a PFOA + estímulo P4 * Los asteriscos 

indican diferencias estadísticas significativas en comparación 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 fluorometría 
Después del tiempo de capacitación, Emv disminuyó cuando se agregó la valinomicina 

por lo que indujo la hiperpolarización. Los aumentos graduales de KCl permitieron una 

repolarización 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 polarización de la membrana (Figuras 3B y 3C). La 

muestra tratada con PFOS mostró una pequeña respuesta a la valinomicina, pero el 

nivel anterior no se recuperó al agregar KCl para la repolarización. En el caso del 

PFOA, no hubo respuesta al estímulo de hiperpolarización con valinomicina, ni a la 

adición de KCl para inducir la repolarización. 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 hipótesis 

de que el daño significativo de PFAS está en el PM. 

Efecto de PFOS y PFOA sobre la integridad membranal durante la 
capacitación 
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 utilizó 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 hiposmótico. 
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Figura 15.  PFOS y el PFOA indujeron la desregulación del potencial de membrana (Emv) 
de los espermatozoides de cerdo in vitro. La capacitación espermática se 

realizó a 38 ºC durante 4 h. La Emv se midió durante 600 segundos a 37 ºC. A los 

100 segundos, se añadió valinomicina para inducir la hiperpolarización de la 

membrana. A continuación, se añadieron concentraciones crecientes de KCl cada 

100 segundos para inducir la despolarización de la membrana. En el grupo de 

control, la Emv se calculó mediante la ecuación de Nernst. A) Grupo de control sin 

productos químicos tóxicos; B) Espermatozoides capacitados expuestos a PFOS 

(274 µM); C) Espermatozoides capacitados expuestos a PFOA (950 µM). Ni el 

PFOS ni el PFOA permitieron la hiperpolarización 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 morfológicas como curvatura o 

hinchazón del flagelo (HOS+), se puede decir que la membrana celular es funcional y 

la membrana está íntegra. HOS se consideró negativo (HOS-) cuando los 

espermatozoides no tenían una MP intacta, lo que indica una pérdida de funcionalidad 

(ausencia de enrollamiento o hinchazón del flagelo) (Šichtař et al. 2019). Después de 

la capacitación, observamos 13-14 % de HOS- en el grupo control. Cuando los 

espermatozoides NC se expusieron a las PFAS por 10 minutos, la proporción de HOS 

aumentó inesperadamente al 45 % (3.3 veces) con PFOS y al 28 % (2 veces) con 

PFOA. Al final de la capacitación, esto aumentó 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 capacitación. Como 

hemos visto a lo largo de la investigación, el PFOS tiene un efecto más tóxico que el 

PFOA en el espermatozoide y es un efecto más rápido. Es por eso por lo que no 

existen diferencias significativas entre NC y capacitados con PFOS, pero sí con PFOA.  

Estos resultados indican que ambos PFAS modifican la integridad de la membrana del 

espermatozoide, generando un incremento de [Ca2+]i durante la capacitación, 

pudiendo ser esto una de las causas de su citotoxicidad. 
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Figura 16. El PFOS y el PFOA indujeron la disfunción de la MP de los espermatozoides 
de cerdo. La proporción de la prueba HOS- se evaluó en espermatozoides 

capacitados y no capacitados, un grupo de control y muestras expuestas a PFOS 

(274 µM) y PFOA (950 µM). Ambos compuestos tóxicos aumentaron los resultados 

de la prueba HOS- para la membrana disfuncional y no intacta. a-c Letras 

diferentes indican diferencias estadísticas 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 daño en el espermatozoide de cerdo causado por la 

exposición a PFOS y PFOA genera una alteración en los niveles de colesterol en la 

membrana, recordemos que durante la capacitación es indispensable un eflujo del 

colesterol para que se lleven a cabo los cambios necesarios en la membrana. Se 

determinó el colesterol en espermatozoides capacitados en presencia de PFAS y se 

evaluó mediante tinción de filipina que mostró dos patrones fluorescentes 

característicos de NC y espermatozoides capacitados. Se observó 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 cuantificación de la 

fluorescencia muestra una reducción 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 daño en la MP producido por la toxicidad de las dos 

PFAS. 

Efecto de PFOS y PFOA sobre la distribución de L-fucosa sobre la 
capacitación y RA 
Como paso siguiente se investigó si el daño en el espermatozoide de cerdo causado 

por la exposición a PFOS y PFOA genera una alteración en la redistribución de los 

carbohidratos de membrana. Para ello se analizó su efecto en los residuos de L-fucosa 

en la membrana del espermatozoide, ya que este carbohidrato tiene un papel 

importante durante la reproducción, funcionando como una señal importante de 

reconocimiento entre el espermatozoide y el ovocito. La distribución de L-fucosa se 

evaluó mediante microscopía de fluorescencia con la lectina UEA conjugada a FITC 

(Figura 18).  



 

54 
 

 

Figura 17. PFOS y PFOA bloquearon la salida de colesterol de la membrana plasmática 
en espermatozoides de cerdo. a) Patrones de fluorescencia de filipina (marcador 

del colesterol) en espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (Cap), 

capacitados más PFOS y capacitados más PFOA. b) Unidades arbitrarias de 

fluorescencia (U.A.F.). El grupo Cap disminuyó la fluorescencia con respecto al 

grupo NC, los grupos con PFOS y PFOA no presentaron disminución con respecto 

al NC. *El asterisco indica diferencias estadísticas significativas con respecto a los 

demás 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 exposición 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 región 

ecuatorial y en el flagelo, D) fluorescencia sobre la región 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 tinción de la lectina UEA-FITC cuando 

los espermatozoides fueron expuestos a PFOS y a PFOA. El patrón A se caracterizó 

por la ausencia de fluorescencia, en el patrón B la fluorescencia se concentró 

principalmente en la zona apical y en la pieza media del flagelo. El patrón C se 

distinguió por que la fluorescencia permaneció en la región ecuatorial y el flagelo, 

mientras que el patrón D reveló fluorescencia principalmente en la región acrosomal y 

el flagelo.  

Como control negativo se realizó en paralelo la incubación del azucar L-fucosa libre 

junto con la lectina UEA durante 30 min antes de ser adicionada a los espermatozoides 

lo cual permitió verificar la especificidad de la lectina (Figura 18).  

Una vez que se identificaron los patrones de fluorescencia se determinó la proporción 

de espermatozoides que presentan cada uno de los patrones. Al comparar el grupo 

Patrón A Patrón B Patrón C
Control

negativo Patrón D

10 µm
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control no capacitado (NC) con el grupo control capacitado (C CAP) se pudo observar 

que el patrón A sin fluorescencia aumenta y disminuye el patrón B cuando los 

espermatozoides se encuentran en condiciones capacitantes. En los espermatozoides 

capacitados en presencia de PFOS disminuyó un 55 % el patrón A, aumentó un 22 % 

el patrón B y aumentó 37 % el patrón C con respecto al grupo control C CAP. Cuando 

los espermatozoides capacitados fueron expuestos a PFOA disminuyó un 50 % el 

patrón A con respecto al C CAP, aumentó un 22 % el patrón B y apareció el patrón D 

con un 24 % con respecto al grupo control C CAP (Figura 19).  

Al inducir la RA posterior a la capacitación y exposición a los PFAS, únicamante 

estuvieron presentes dos patrones de fluorescencia con la lectina UEA-FITC, el patrón 

A y el patrón B. En el grupo control RA (C RA), el patrón A se presentó en un 60 % 

mientras que el patrón B en 40 %. En los grupos con presencia de PFOS y PFOA el 

patrón A no tuvo cambios significativos con respecto al grupo control C RA, sin 

embargo, el patrón B disminuyó 16 % para PFOS y 23 % para PFOA.  

Estos resultados indican que PFOS y PFOA modifican la distribución de los residuos 

de L-fucosa en los procesos de capacitación y RA en los espermatozoides de cerdo in 

vitro (Figura 20).  
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Figura 19. Efecto de PFOS y PFOA sobre la redistribución de L-fucosa durante 
condiciones capacitantes en espermatozoide de cerdo. Después de la 

capacitación espermática (C CAP), el patrón A incrementa, principalmente a 

expensas del patrón B, mientras que los patrones C y D se mantienen en muy 

baja proporción. En presencia de PFOS y PFOA, el patrón A decrece con 

respecto a los dos grupos control, no capacitados y capacitados, incrementando 

los patrones C para PFOS y D para PFOA. Análisis por ANOVA seguido de una 

prueba de TUKEY con una P <0.05. (*, ▲, ★, ◆) = Diferencias significativas con 

respecto al grupo control positivo (C CAP). 

 

Figura 20. Efecto de PFOS y PFOA sobre la distribución de L-fucosa en el 
espermatozoide de cerdo durante condiciones de inducción de RA. El patrón 

B decreció cuando los espermatozoides fueron expuestos a PFOS y PFOA. 
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Análisis 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 distribución normales de los MDM. 
Los espermatozoides de cerdo presentaron MDM que cambiaron su distribución 

espacial en la membrana de la zona apical de la cabeza durante la capacitación (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 capacitación, examinamos el efecto del 

PFAS en los MDM. Los espermatozoides fueron capacitados en presencia de PFOS y 

PFOA, y se reveló flotilina-1 usando un anticuerpo anti-flotilina-1; se observaron tres 

patrones de fluorescencia característicos (Figura 21A): el patrón 1 presentó 

fluorescencia en la región acrosomal y el flagelo; el patrón 2 mostró fluorescencia 

agrupada en la zona apical (marcada por flechas) y la pieza central; el patrón 3 reveló 

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 patrón 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, predominó el patrón 1 (~85 % y ~70 %, respectivamente) 

sobre los demás. El patrón 3 se detectó solo en los espermatozoides tratados con 

PFOA y PFOS (~2.5 % y ~5 %, respectivamente). Este hallazgo indica que, bajo la 

exposición a estos compuestos, los MDM no se reorganizaron de la forma en que lo 

hacen normalmente durante la capacitación. 

Es bien sabido que la movilidad de las proteínas de las balsas lipídicas, como la flotilina 

y las caveolinas, depende de la activación de la calpaína (Maldonado-García et al. 
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2017). Por lo tanto, como control negativo, determinamos si la calpeptina, un inhibidor 

específico de la calpaína, también inhibía la migración de la flotilina.  

Los resultados mostraron que la inhibición de la calpaína no permite cambios en la 

localización de la flotilina. Como control positivo se corroboró la presencia de flotilina 

en células de cobayo, donde su ubicación está bien estandarizada, principalmente en 

la zona apical de la cabeza (Maldonado-García et al. 2017). 

El anticuerpo antiflotilina primario solo, en ausencia del anticuerpo secundario y del 

inhibidor de calpaína (calpeptina), se usó 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). 

  



 

60 
 

 

Figura 21.PFOS y PFOA alteraron el reordenamiento de la distribución espacial de los 
microdominios de la membrana del espermatozoide de cerdo. Los 

espermatozoides fueron capacitados durante 4 h. Los microdominios se evaluaron 

mediante localización con flotilina-1. A) Patrones de fluorescencia de flotilina-1. B) 
Cuantificación de los tres patrones en espermatozoides capacitados en presencia o 

ausencia de PFOS (274 µM) y PFOA (950 µM). a, b, c, d Letras diferentes indican 

diferencias estadísticas 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). c) Control 

negativo: capacitado + flotilina-1 + inhibidor de calpeptina (calpaína); la inhibición 

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 remodelación del citoesqueleto de 
actina 
Para analizar la polimerización del citoesqueleto de actina, los espermatozoides 

capacitados se tiñeron con el colorante faloidina-FITC. Se encontraron dos principales 

patrones de fluorescencia en espermatozoides de cerdo, el patrón 1 se distingue por 

tener fluorescencia únicamente en la pieza media, mientras que el patrón 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 evaluó la 

polimerización de la F-actina con colorante faloidina. Los grupos de control 

capacitados y no capacitados y los espermatozoides capacitados se expusieron a 

PFOS (274 µM) y PFOA (950 µM). a, b, c Letras diferentes indican diferencias 

estadísticas 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 polimerización de actina y la 

heterogeneidad de capacitación en la muestra espermática. Probablemente el patrón 

1 el cual únicamente presenta fluorescencia de actina-F en la pieza media puede ser 
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que aún no tenga polimerización de capacitación avanzada como el patrón 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 patrón 1 predominó en los 

espermatozoides no capacitados, pero el patrón 2 predominó en los espermatozoides 

capacitados.  

La F-actina se distribuyó espacialmente a lo largo de los espermatozoides (patrón 2) 

en el 73 % de los espermatozoides capacitados, por lo que se tomó como patrón 

característico de esta población. En tratamiento con PFOS y PFOA, la F-actina 

disminuyó a 48 y 58 % en las muestras expuestas a PFOS y PFOA, respectivamente. 

Ambos tóxicos evitaron la remodelación de la F-actina cuando estaba presente durante 

la capacitación espermática 

(Figura 24). 

 

Figura 24. El PFOS alteró la 
distribución espacial de la f-actina. 
Espermatozoides capacitados por 4 h. 
Se evaluó la polimerización de la f-
actina con colorante faloidina. Ambos 
PFAS mostraron disminución del patrón 
2 en comparación con el grupo control 
capacitado. C) PFOS y PFOA 
impidieron la polimerización de 
membrana de actina-F en la cabeza y la 
pieza intermedia (patrón 2) en 
comparación con el control capacitado. 
a, b, c Letras diferentes indican 
diferencias estadísticas significativas (p 
< 0.05); media ± DE; n= 3 experimentos 
independientes y por duplicado.   
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Discusión 

En este estudio se analizaron los efectos tóxicos agudos de PFAS para dilucidar el 

posible mecanismo de daño en los procesos fisiológicos de capacitación y RA en 

espermatozoides de cerdo. Las concentraciones utilizadas se basaron en un análisis 

toxicológico que permitió determinar las CL50, posteriormente, se utilizaron en 

nuestros ensayos las concentraciones subletales ½ CL50 para PFOS (que coincide en 

similitud con la CIC50) y ½ CL50 para PFOA. Estas concentraciones subletales fueron 

del orden de µM: 274 µM para PFOS y 950 µM para PFOA. Otros estudios en los que 

se determinaron concentraciones µM de PFAS involucraron líneas celulares de 

hepatocarcinoma, donde la CI50 (concentración de inhibición de la viabilidad celular 

media) fue de 235.74 µM para PFOA (Abudayyak, Öztaş y Özhan 2021), y de C. 

elegans, donde la CL50 de PFOS fue de 2030 µM (Chen et al. 2014). Estas evidencias 

apoyan el uso de concentraciones de µM en el presente trabajo. Una variable más de 

la toxicología para determinar la toxicidad de un compuesto es el tiempo de exposición, 

el tiempo de los espermatozoides que se exponen a los compuestos tóxicos 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 exposición al momento de evaluar 

la toxicidad de un compuesto. Los espermatozoides también estarían expuestos a los 

compuestos tóxicos 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 diferenciación testicular y dos semanas de 

maduración en el epidídimo (França, Avelar y Almeida 2005). Por lo tanto, la 
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exposición a las PFAS puede ocurrir desde el testículo hasta la fertilización del ovocito. 

Debido a la dificultad de realizar estudios toxicológicos 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 tóxicas sobre los espermatozoides durante 

su recorrido por el oviducto y testículo-epidídimo-glándulas 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 daño en procesos fisiológicos como la capacitación y la RA [7]. Es por 

esto, que en este estudio el tiempo de exposición fue de 4 h correspondiente al tiempo 

que dura la capacitación espermática, con 20 min adicionales que corresponden al 

tiempo necesario para inducir la RA con P4. Esto se realizó con el fin de determinar el 

nivel de toxicidad de las PFAS en ambos procesos.  

En nuestro grupo de trabajo se determinó con anterioridad que PFOS disminuye la 

movilidad espermática, la capacitación y la RA (Oseguera-López et al. 2020). 

Posteriormente en este trabajo observamos que PFOA no afectó la movilidad pero 

también disminuyó la proporción de células capacitadas aunque en menor proporción 

que con PFOS. La RA de espermatozoides expuestos a PFOA parecía permanecer 

sin cambios cuando se evaluó con CTC, sin embargo, cuando se evaluó mediante la 

técnica de tinción FITC-PNA, la proporción de espermatozoides con RA fue menor que 

con la técnica de CTC. El mismo efecto ocurrió con PFOS indicando que la técnica de 

tinción con PNA conjugada con FITC es más precisa para evaluar la RA. Fue evidente 

que PFOS tiene un efecto negativo mayor en la capacitación y la RA que PFOA, sin 

embargo, ambos compuestos afectaron dichos procesos de manera significativa. 
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Es bien sabido que la capacitación está ampliamente ligada con la entrada de Ca2+, 

que dispara la vía de señalización PKA para la activación de proteínas responsables 

de la movilidad espermática como las dineínas del axonema flagelar. En este estudio 

se encontró que PFOS y PFOA desregularon los niveles de [Ca2+]i, generando un 

desequilibrio en su homeostasis que es necesario para llevar a cabo la capacitación y 

la RA de manera correcta. También se observó que se inhibe la entrada de Ca2+ ante 

la adición del ionóforo A23187, esta inhibición contribuye a su desregulación dentro de 

la célula; un exceso de este ion divalente en las células puede interferir con funciones 

esenciales durante el proceso de capacitación. Se ha observado que, tanto PFOS 

como PFOA, se acumulan en las neuronas y elevan las concentraciones de Ca2+ por 

la liberación desde compartimientos de Ca2+ (Liu, X et al. 2011). Así mismo, se ha visto 

que PFOS aumenta los niveles de Ca2+ en neuronas corticales de rata (Oh, J et al. 

2018) y que la expresión de los canales de Ca2+ tipo L decrece, interrumpiendo el flujo 

correcto de Ca2+ 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 tóxicos al espermatozoide de humano. Algunos de 

estos efectos son la disminución de la movilidad progresiva y la inhibición de la RA 

relacionada con disminución del [Ca2+]i. La ketamina también inhibió a CatSper, un 

canal especifico de espermatozoide que modula el flujo de [Ca2+]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 duración y el pico del potencial de acción de los canales 

de Ca2+ tipo L disminuyeron significativamente cambiando el potencial de membrana 

y, como consecuencia, se alteró la cinética del Ca2+ por la presencia de PFOS. Los 
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canales de Ca2+ tipo L también se encuentran en el espermatozoide y, al ser 

bloqueados con Verapamil, la hipermovilidad se anuló, demostrando que son 

fundamentales para la movilidad del espermatozoide (Takahashi et al., 2013). PFOS y 

PFOA podrían generar el daño a nivel de membrana provocando que los canales de 

Ca2+ no funcionen de manera correcta en el influjo de Ca2+ y a su vez que se aumenten 

las concentraciones de Ca2+ por su liberación desde compartimientos internos como 

la mitocondria o membranas redundantes. El incremento de [Ca2+]i provocado por 

PFOS podría generar daño en la capacitación inhibiendolo, y como consecuencia, la 

RA también se inhibe. El incremento de Ca2+ provocado por PFOA puede activar la 

capacitación y una RA temprana. Posiblemente el daño de PFOS y PFOA hacia los 

espermatozoides sea a nivel de los canales o bombas de Ca2+ como los tipo L, 

CatSper, CERCA o PMAC4 (bomba de Ca2+ ATP asa); estos, a su vez, son regulados 

por cambios en el pH y en el potencial de membrana. Es bien sabido que la 

hiperpolarización de la MP está relacionada con la activación de los canales de Ca2+ 

necesarios para la captación de Ca2+ durante la capacitación y la RA. Por esta razón, 

cuando vimos el incremento del [Ca2+]i, decidimos evaluar el cambio en el potencial de 

membrana durante la capacitación de los espermatozoides de mamíferos cuando los 

espermatozoides estaban expuestos a las PFAS.  

PFOS y PFOA afectaron la conductancia de la membrana lipídica mediada por 

valinomicina encargada de transportar los iones K+ e inducir la hiperpolarización 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 disfunción del 

transporte a nivel de membrana. Es probable que los compuestos perfluorados afecten 

la capacitación y RA al alterar el potencial de membrana permitiendo la activación o 
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inhibición de canales responsables del influjo de Ca2+. Debido a que los resultados 

indican una disfuncionalidad en la membrana se realizó la prueba HOS y observamos 

que desde el inicio de la exposición hubo un incremento de 3.3 veces y 2 veces más 

para PFOS Y PFOA respectivamente. Al final de la capacitación el daño fue de 3.6 

veces y 3.5 veces más, indicando que el daño comienza una vez que las PFAS entran 

en contanto con la membrana plasmática del espermatozoide. Como hemos visto a lo 

largo de la investigación, PFOS tiene un efecto más tóxico que PFOA en los 

espermatozoides y es un efecto más rápido, es por ello por lo que no hubo diferencias 

de daño entre NC y capacitados con PFOS, pero con PFOA sí hubo diferencia 

creciente. Se ha visto que PFOA se retiene en la membrana causando daño a las 

células HeLa (Peropadre et al. 2020) y en espermatozoides de humano se ha 

presentado alteración en la movilidad debido a la ruptura membranal (Šabović et al. 

2019). Al igual que lo observado en este trabajo, se ha visto que hubo alteración de la 

membrana en Escherichia coli expuestos a PFOS y PFOA en presencia de daño del 

ADN debido a daño oxidante (Liu et al. 2016). De igual manera, en nuestro grupo de 

trabajo se encontró presencia de daño al ADN en espermatozoides de cerdo expuestos 

a PFOS y PFHxS en relación a un incremento de EROS (Oseguera-López et al. 2020). 

Es posible que las PFAS al integrarse a la MP generen un daño desequilibrando las 

EROS. Como ya hemos mencionado con anterioridad, las EROS se producen de 

manera fisiológica durante la capacitación, un desequilibrio en su producción podrían 

afectar el proceso de capacitación. 

Debido al daño observado en la membrana plasmática fue de suma relevancia conocer 

cuáles son los cambios que surgen en la membrana que son necesarios para el logro 

de la capacitación 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 producción 

equilibrada y fisiológica de las EROS oxidan al colesterol para la formación de 

oxiesteroles asociándose con la activación de proteínas transportadoras de esteroles 

como las HDL y la albúmina (Boerke et al. 2008; Boerke et al. 2013). La producción no 

fisiológica de las EROS por parte de PFOS puede estar involucrada en interrumpir la 

activación de las proteínas captadoras de esteroles dañadas. Es posible que el efecto 

que observamos de la ausencia de eflujo del colesterol durante la capacitación con 

PFOS y PFOA se deba a un desequilibrio de las EROS necesarias para la captación 

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 condensación similar al colesterol; 

este efecto no permite buen dinamismo de moléculas a través de la membrana cuando 

las PFAS están incrustradas. Además 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 observó que las PFAS interaccionan con el 

grupo fosfato de los fosfolípidos de la membrana mediante enlaces de hidrógeno y el 

área por fosfolípido es disminuído tras esta interacción (Shen et al. 2020). Estos 

fenómenos estudiados in silico dan una idea de cómo podrían comportarse las PFAS 

de manera experimental y explicaría el por qué en el esperamatozoide los tóxicos 

PFOS y PFOA no permiten la salida del colesterol de la membrana, al no haber 

dinamismo, es posible que no haya captación del colesterol por parte de las proteínas 

captadoras de esteroles como la albúmina y las HDL. Es bien sabido que el colesterol 

incrementa los parámetros de orden de los lípidos, específicamente de los grupos 
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acilo, esto permite baja movilización descontrolada de las proteínas de membrana. Es 

probable que ante la inhibición de la salida del colesterol que hemos observado, la 

membrana del espermatozoide se mantenga es un estado de rigidez. Este estado 

rígido podría interferir en la movilización de moléculas necesarias durante la 

capacitación. La falta de dinamísmo podría causar que no funcionen de manera 

correcta las proteínas de transporte a través de la membrana como los canales iónicos 

o bombas. Podría se la causa del motivo de que en este trabajo no ocurrió la entrada 

de Ca2+ por parte del ionóforo A23187 ya que al estar tan rígida la membrana no fue 

posible su integración o incrustración a ella para realizar su función de transportar Ca2+. 

Este efecto puede ser similar ante la adición del ionóforo de K+ cuando quisimos 

evaluar el Emv.  

El glicocálix del espermatozoide es más grueso que otras células somáticas debido a 

su importancia durante los procesos de capacitación y RA (Schröter, S et al., 1999). 

La unión 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 óvulo (Lefebvre et al., 1997). Un estudio 

demostró que los residuos de L-fucosa, analizados por citometría de flujo, 

disminuyeron con respecto a los no capacitados durante la capacitación y la RA del 

espermatozoide de cerdo (Jiménez et al. 2003). En este trabajo se observó que L-

fucosa requiere de estar presente en la zona apical del espermatozoide no capacitado, 

posiblemente para la misma función. Al momento de capacitarse, los residuos de L-

fucosa se redistribuyen hacia la zona de la región ecuatorial, esta distribución 

posiblemente surga para el espermatozoide pueda despegarse del oviducto y poder 

migrar hacia al ovocito y poder fertilizarlo. Durante la exposición de ambos tóxicos la 
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redistribución de L-fucosa se modificó por lo que PFOS y PFOA podrían 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 

reorganización 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 interacción entre moléculas. Las PFAS al tener la 

propiedad de condensación en la membrana podrían afectar este dinamísmo y así 

evitar la correcta redistribución necesaria para que se lleve a cabo la capacitación 

espermática como un efecto de la disfunción y daño membranal. La remodelación del 

citoesqueleto de actina también se alteró cuando los espermatozoides se expusieron 

a PFOS y PFOA, ya que hubo una polimerización más significativa de actina-F durante 

la capacitación. Este aumento no ocurrió bajo la exposición a PFOS y PFOA. En varios 

estudios, el PFOS indujo la interrupción de la barrera hematotesticular que afectó la 

organización de la actina-F a través de la vía p-FAK-Tyr407 (Chen et al. 2017; Mao et 

al. 2018; Wan et al. 2014). Puede ser que PFOS actúe inhibiendo a FAK en los 

espermatozoides, lo que permite inhibir la polimerización de la actina, generando así 

daño membranal. 

PFOS y PFOA son los perfluorados más estudiados, debido a que desde la década de 

los años 50 han sido los más producidos por las compañías como 3M y DuPont de 

manera masiva. Se les ha atribuído numerosos efectos de daño en comparación con 

las PFAS de cadena más corta. Un estudio realizado en ratas ha demostrado que las 

PFCs de cadena más corta se eliminan más rápidamente que las de cadenas largas, 

relacionándose su tiempo de eliminación con el daño ocasionado (Yeung et al. 2009). 

A pesar de que ambos compuestos poseen 8 átomos de carbono y que poseen gran 
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similitud en su estructura química, 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 número de 

F en la cadena hidrocarbonada, el F es el elemento más electronegativo de la tabla 

periódica, PFOS contiene 17 F mientras que PFOA tiene 15. Además se ha observado 

que PFOS es menos hidrofílico que PFOA, puediendo explicar el aumento en el grosor 

de la bicapa lipídica observado en los estudios in silico.  

Todos estos estudios en conjunto se relacionan entre sí soportando la presencia de 

daño a nivel membranal afectando el reordenamiento de moléculas importantes para 

que se lleve a cabo la capacitación y la RA, el modelo propuesto se resume en la figura 

25. Sin embargo, aún se requieren datos adicionales experimentales para dilucidar y 

corroborar por completo este mecanismo de daño. 
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Figura 25. Modelo propuesto de daño de PFOS y PFOA sobre la capacitación de 
espermatozoides de cerdo. A) Capacitación espermática 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 Ca2+ mediado por los 

canales Catsper o PMCA4 (bomba de Ca2+
 ATP asa) y permite que exista un 

ligero incremento de Ca2+
i fisiológico para que ocurra con éxito la capacitación y 

la RA. También ocurre la correcta redistribución de moléculas en la membrana 

necesarias para la señalización durante la capacitación, RA y fertilización. Los 

MDM marcados con flotilina-1 se distribuyen hacia la zona apical de la cabeza 

del espermatozoide. L-fucosa, en su mayoría, deja de estar expuesta como parte 

de su integración en las glicoproteínas de membrana. Hay una correcta 

polimerización de F-actina en la cabeza del espermatozoide. B) Capacitación 

espermática en presencia de PFAS. Debido a la literatura, se propone que PFOS 

y PFOA aumentan el grosor de la bicapa lipídica incrustándose de manera 

automática y espontánea, generando un efecto de condensación parecido al 

colesterol. El eflujo del colesterol necesario para la capacitación fue inhibido, por 

lo que, la membrana se vuelve aún más rígida 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 intentó inducir el 

transporte de los iones K+ y Ca2+ mediante valinomicina y el ionóforo A23187, el 

daño por PFAS provocó que no hubiera un correcto transporte de los iones 

posiblemente debido a que ninguno de los ionóforos pudo integrarse debido a la 

rigidez de la membrana. Según nuestros resultados hay presencia de daño y 

disfunción de la membrana plasmática. Debido a la disrupción membranal, a la 

falta de un gradiente de concentración, así como, a la liberación de Ca2+ desde 

los compartimientos internos, se presentó una acumulación excesiva de Ca2+ 

intracelular a las 3 h de capacitación. Las PFAS afectaron la conductancia de la 

membrana lipídica mediada por valinomicina alterando el potencial de 

membrana. La rigidez en la membrana provoca que las moléculas (glicoproteínas 

y MDM) no se distribuyan correctamente para su señalización, importante para 

los procesos de capacitación y RA. Así como, se inhibió la polimerización de F-

actina quedando únicamente los monómeros de G-actina.  
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Conclusiones 

En el presente estudio se observó que PFOS y PFOA alteraron la funcionalidad e 

integridad de la MP durante la capacitación de espermatozoides de cerdo in vitro. 

Nuestros resultados indican que PFOS y PFOA producen disfunción de la MP, así 

como daño en la fisiología de los espermatozoides de cerdo, particularmente en los 

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

1) Acumulación de Ca2+, marcador de la ausencia de un control adecuado de influjos 

de Ca2+ realizado por los transportadores de Ca2+ del espermatozoide.  

2) Alteración de la Emv, ya que los espermatozoides no respondieron al estímulo de 

valinomicina y KCl.  

3) Alteración de la MP, ya que la prueba HOS mostró que la membrana no era 

sensible a soluciones hiposmóticas.  

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

5) Reorganización de MDM y citoesqueleto de actina que es inhibida por los 

compuestos perfluorados.  

El daño directo que se produce a nivel de la MP, cuya correcta funcionalidad es 

fundamental para los procesos relacionados con la capacitación y la RA, requiere un 

mayor estudio para determinar los efectos precisos de estos compuestos perfluorados 

sobre la fisiología espermática. 
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