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Resumen

El espermatozoide es una célula haploide cuya funcién es fertilizar al ovocito para la
formacion del cigoto. El espermatozoide se capacita en el tracto femenino en donde
adquiere el potencial de fertilizar el évulo. Para esto, requiere llevar a cabo la
reaccion acrosomal (RA) que permite la liberacion de enzimas utiles para la
degradacion de la zona pellcida y asi poder penetrar al 6vulo. Se ha observado que
la exposicidén a agentes toxicos afecta la movilidad y la capacidad para llevar a cabo
la RA ya que los gametos son células muy susceptibles a xenobioticos. Los
compuestos perfluorados (PFCs, por sus siglas en inglés) son hidrocarburos de 5 a 9
atomos de carbono, se caracterizan por ser anfipaticos y tienen un amplio uso
comercial; se pueden encontrar en ropa, detergentes, champu, teflén de utensilios de
cocina, alfombras, productos de cuero, alimentos y hasta en el agua potable.
Estudios en animales y humanos sugieren que existe una asociacion entre los PFCs
y las funciones reproductivas, sin embargo, el mecanismo por el cual sucede esta
asociacion es aun desconocido. También existe evidencia importante sobre la
acumulacion de compuestos perfluorados en animales y humanos. Los PFCs que se
producen mas son el sulfonato de perfluorooctano (PFOS), el acido
perfluorooctanoico (PFOA), el sulfonato de perfluorohexano (PFHxS), asi como el
acido perfluorononanoico (PFNA). Los PFCs como PFOS y PFHXS se caracterizan
por tener un potencial de acumulacion alto uniéndose a proteinas séricas. El
espermatozoide tiene un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados, por lo que

es sensible al dafio oxidante, el cual es producido principalmente por Especies
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Reactivas de Oxigeno (EROS). No existe mucha informacion acerca de PFHxS hoy
en dia pero se ha asociado con una disminucién del colesterol y disminucion de peso
en ratas, se ha enlistado junto con otros perfluorados como un contaminante
organico persistente. El presente estudio tuvo como objetivo conocer el efecto de los
compuestos perfluorados PFHxS y PFOS, en la capacitacion y RA de
espermatozoides de cerdo in vitro, asi como los niveles de EROS intracelular. La
capacitacion, RA, movilidad, formacion de aglutinados y niveles de EROS no fueron
modificados en espermatozoides que fueron expuestos a PFHxS. Sin embargo, la
capacitacion, RA, movilidad y niveles de EROS disminuyeron en espermatozoides
gue fueron expuestos a PFOS; por el contrario, hubo un incremento en la formacién

de aglutinados.
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ABSTRACT

The sperm is a haploid cell whose function is to fertilize the ovule for the formation of
zygote. Sperm carries out the capacitation in the female tract where it acquires the
capacity to fertilize the ovule. Requires carrying out the acrosomal reaction (AR)
which allows the release of enzymes useful for degradation of the pellucid zone and
thus be able to penetrate the oocyte. It has been observed to exposure to different
toxic agents affects the motility and ability to carry out the AR since the gametes are
very susceptible to several types of xenobiotics. The perfluorinated compounds
(PFCs) are hydrocarbons of 5 to 9 carbon atoms and are characterized by being
amphipatic and have wide commercial use, can be found in clothing, detergents,
shampoo, Teflon cookware, carpets, leather products, food and even drinking water.
Studies in animals and humans have suggested that there is an association between
PFCs and reproductive functions, however, the mechanism by which this association
happens is still unknown. There is also important evidence on the accumulation of
PFCs in animals and humans. The PFCs of greater production are
perfluorooctanesulfonic acid (PFOS), perfluorooctanoic acid (PFOA), perfluorohexane
sulfonate (PFHxS) and perfluorononanoic acid (PFNA). The PFCs like PFOS and
PFHXS are characterized by their high potential for accumulation after absorption by
binding to serum proteins. The sperm has a high content of fatty acids so it is
sensitive to oxidative damage by which is mainly produced by EROS. Not much is
known about PFHXS today, but it has been associated with a decrease in cholesterol

and weight loss in rats, has been listed along with other toxics as a persistent organic
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pollutant. The present study aims to know the effect of the perfluorinated compounds
PFHxS y PFQOS, in the capacitation and acrosomal reaction of pig sperm in vitro, as
well as the levels of intracellular EROS. The capacitation, AR, motility, formation of
agglutinations and EROS levels were not modified in sperm that were exposed to
PFHxS. Althought the capacitation, AR, motility and EROS level decreased in
spermatozoa that were exposed to PFOS; on the other hand, there was an increase
in the formation of agglutinated spermatozoa rosettes as the concentration of PFOS

increased, which affected its progressive motility.
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1. Introduccioén

El espermatozoide es el gameto masculino cuyo propdsito es fertilizar al évulo para
producir un nuevo organismo. Existen toxicos que pueden interferir con su funcion,
provocando infertilidad, entre los que se encuentran los PFCs (Toft et al., 2012). Este
trabajo se enfocard en el efecto de dos PFCs en la capacitacion y la reaccion

acrosomal (RA) del espermatozoide.

1.1 Infertilidad masculinay espermatozoide
Segun la OMS, la infertilidad se define como la incapacidad para lograr un embarazo

en parejas que llevan buscandolo por doce meses o mas sin tener algin método
anticonceptivo. Aqueja del 15 al 20% de las parejas que buscan tener un bebé, la
causa se puede atribuir en el 40% de los casos a la mujer, 40%, al varon y en el 20%
restante, a ambos o clasificarse como de origen desconocido. Se ha reportado hasta
un 25% de infertilidad masculina, provocada por, inhalacion o manipulacién de
guimicos como plaguicidas en paises de Centroamérica (OMS, 2007). Con el fin de
comprender mejor la infertilidad masculina, se describiran los procesos que suceden

en el gameto masculino antes de la fecundacion.

El espermatozoide pasa por las etapas: maduracion epididimal, capacitacion y RA

para poder fertilizar al évulo (Gadella y Luna, 2014).

Cuando el espermatozoide entra en contacto con el tracto reproductor femenino,

comienza el proceso de capacitacion. Aqui suceden cambios en la membrana



esperméatica como: el aumento en su fluidez, cambio en la composicion proteica, en
la concentracién de iones, en la localizacion de antigenos, cambio en el potencial de
membrana, pérdida en la asimetria de fosfolipidos, lo cual deriva e un cambio en la
movilidad espermética, llamada hiperactivacion, cuyo propésito es encontrarse con el

ovocito en el oviducto (Visconti et al., 1995, Florman y Ducibella, 2006).

El extremo anterior del espermatozoide esta cubierto por el acrosoma que es una
vesicula secretora que contiene enzimas hidroliticas necesarias para atravesar las
capas de células que rodean al ovocito y poder fertilizarlo. El acrosoma consta de
dos membranas interna y otra externa. La RA es un proceso de exocitosis en el que
se fusiona la membrana plasmatica del espermatozoide con la membrana acrosomal
externa en la zona apical de la cabeza, se caracteriza por la formacion de vesiculas
gue contienen los dos dominios de membrana que se fusionaron; en este proceso se
lleva a cabo la liberacion de las enzimas hidroliticas que se encuentran almacenadas
en el acrosoma, lo cual, ayuda a que el espermatozoide pueda atravesar a la zona

peldcida (Florman y Ducibella, 2006).

El flagelo del espermatozoide se subdivide en pieza media, pieza principal y pieza
terminal. En la pieza media se encuentran las mitocondrias, éstas Ultimas son
organulos en los que se produce la energia metabdlica y, junto con esto, se generan
una gran cantidad de EROS. Las mitocondrias generan EROS por los complejos de
la cadena respiratoria, principalmente a través de las reacciones de Oxido-reduccion
gue ocurren en los complejos de transferencia de electrones y que tienen al oxigeno

como el ultimo aceptor de electrones (Harper et al., 2004, Murphy, 2009).



Algunas de las EROS pueden ser peroxidos, radical superoxido, radical hidroxilo y
oxigeno singulete, por ejemplo, (H20,, *O,", *OH) y especies reactivas de nitrégeno
(NOS) como 6xido nitrico (NO °); un desequilibrio en su concentracion intracelular
puede afectar la calidad y funcionalidad espermatica (Sierra Vargas et al., 2004). Sin
embargo, la produccién de EROS por el espermatozoide es un proceso fisiolégico
normal, pero un desequilibrio en su generacion es perjudicial y se asocia con

infertilidad masculina (Ball et al., 2001).

Principales Especies Reactivas de Oxigeno y de Nitrogeno

RADICALES NO RADICALES
Especies Reactivas de Oxigeno
Superoxido O, Peréxido de Hidrogeno H,0,
Hidroxilo OH — Acido hipocloroso HOCL
Peroxi RO, ™ Acido hipobromoso HOBr
Alcoxi RO ™ Ozono O3
Hidroperoxido HO, ™ Oxigeno singulete 0O,
Especies Reactivas de Nitrégeno
Qxido nitrico NO, Dioxido de nitrégeno NO,
Acido nitroso HNO, Cation nitrosil NO
Anion nitrosil NO™ NO ™
Peroxinitrito ONOO™
Acido peroxinitroso ONOOH
Alquilperoxinitrito ROONO

1.2 Toxicologia reproductiva

Los xenobidticos son compuestos poco frecuentes en la naturaleza debido a que son
sintetizados por el hombre. Incluyen insecticidas, herbicidas, surfactantes y muchos

otros; su produccién se ha incrementado y causan dafio en el ambiente y a la salud.



La toxicologia reproductiva es el estudio de los efectos adversos de alguna sustancia
en los sistemas neuroendocrinos y reproductivos del embrion, el feto, el neonato, los
mamiferos prepuberes y los adultos. Dentro de los xenobidticos se incluyen agentes
quimicos naturales o sintéticos, biologicos y fisicos. Un reprotoxico puede generar
dafio mediante los siguientes mecanismos: muerte celular, interferencia mitotica,
alteracion en la funcién de los acidos nucleicos, inhibicion enzimatica, falta de
sustratos esenciales, fallas en el aporte de energia, genotoxicidad y alteraciones de
las membranas celulares (Pimentel-Gonzalez et al., 2009, Eriksen et al., 2013).
Muchos compuestos no presentan toxicidad aguda, sino que su efecto es mas sutil,

entre ellos se encuentran los compuestos perfluorados.

1.3 Compuestos perfluorados

Los PFCs son hidrocarburos con diferente nimero de atomos de carbono rodeados
por atomos de fldor y algun grupo funcional como &cido carboxilico, sulfonato o
amida por mencionar algunos ejemplos, y se encuentra situado en el extremo de la
cadena de carbonos. Han sido sintetizados desde la década de 1950 y tienen la
caracteristica de que son anfipaticos, también pueden llegar a disminuir la tensiéon
superficial del agua. Tienen un uso comercial amplio y se pueden encontrar en ropa,
detergentes, champu, teflon de utensilios de cocina, alfombras, productos de cuero,
alimentos y hasta en el agua potable. Su vida media es aproximadamente de 4 a 5
afios en el organismo, lo que tiene un impacto importante tanto en seres humanos
como en animales (Fei et al., 2009). Los compuestos organofluorados contienen

atomos de carbono y flor unidos mediante enlaces covalentes y notablemente



polarizados, su enlace C-F le confiere persistencia en condiciones extremas que le
permiten resistir a altas temperaturas o resistencia a bases o acidos fuertes y
también les permite descomponerse muy lentamente tanto en aire como en suelo
(ATSDR, 2015). Los PFCs de mayor produccion son PFOS, el &cido
perfluorooctanoico (PFOA), PFHXS, asi como el acido perfluorononanoico (PFNA).

En este trabajo se utilizaran PFHxS y PFOS.

El PFOS consta de una cadena de ocho atomos de carbono en el que los atomos de
hidrogeno fueron reemplazados por atomos de flior y por un grupo sulfonato para
formar una estructura anionica estable, que a su vez, puede formar una sal
hidrosoluble y cristalina con metales como el litio, el sodio o el potasio, o con otros
grupos cationicos como el NH;" (ATSDR, 2015). Su férmula molecular es C8F17S03.
Con base en estudios ambientales y modelos tedricos en Europa y Norteameérica, se
propone que las vias de mayor exposicion para PFOS son la ingesta de alimentos
contaminados, el agua, la contaminacion del aire y la contaminacién de manos a

boca por tener contacto con alfombras tratadas (ATSDR, 2015).

El PFHXS es un compuesto de 6 atomos de C, se usa como surfactante para hacer
fluoropolimeros de revestimientos protectores para alfombra, papel y textiles. Cabe
recalcar que no se sabe mucho acerca de este compuesto perfluorado, se han
realizado estudios en rata donde se observo que PFHXS disminuye el peso corporal,
asi como, los niveles de colesterol, sin embargo, no es considerado de alto riesgo
por la Risk Assessment Advice (Sundstréom et al., 2009) pero junto con PFOS vy otros

PFCs se ha enlistado como contaminantes organicos persistentes por la convencion
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de Estocolmo debido a su bioacumulacion, persistencia y toxicidad (United Nations

Environment Program (UNEP), 2009).

No hay informacion reciente acerca de la produccién de los PFCs, ya que no hay
obligacién de reportarlos en EUA (Forum, 2005); el ultimo reporte de produccién de
los PFCs fue en el 2002 donde se determind que los volimenes de produccién
estaban entre 6-227 toneladas. La produccion de PFCs en dicho pais disminuyo6 por
parte de las fabricas productoras incluyendo a 3M, que era la empresa con la
produccion mas importante, pero que ya no lo produce y, a pesar de ello, su
persistencia y acumulacion resultan detectables en la poblacion (EPA, 2012). Sin
embargo, en otros paises, como México, no hay un control preciso de la produccion

de los PFCs y esto representa un problema de salud publica (ATSDR, 2015).

1.4 El cerdo como modelo paralainvestigacion biomédica

El incremento de investigaciones fisioldgicas y nutricionales que utilizan al cerdo
como modelo de estudio son un amplio testimonio del valor que posee para este
proposito (Pond y Houpt, 1978). El cerdo posee ventajas sobre otros modelos
animales como son: ciclo reproductivo corto, reproduccibn numerosa, gran
produccion de semen (~300 mL) en comparacion con la del humano (=5 mL),
ademas de que posee un gran parecido morfologico y fisiolégico con el humano. Por
ejemplo, son similares en caracteristicas dentales, renales, estructura del ojo y
agudeza visual, piel, anatomia y fisiologia cardiovascular, digestiva, pudiendo
extrapolar los resultados que se obtengan como efecto de su estudio en otros

modelos semejantes de animales y al humano mismo. El cerdo es un modelo
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adecuado para estudios de toxicologia reproductiva ya que se pueden colectar sus
gametos facilmente y con la ventaja de que se puedan utilizar para estudios in vitro

(Pond y Houpt, 1978)

2 Antecedentes

2.1 Estudios in vivo ein vitro
Uno de los grandes problemas de los PFCs es que se caracterizan por tener un

potencial de acumulacion alto después de la absorcién, uniéndose a proteinas
séricas (Hundley et al., 2006) de esta manera, los PFCs pueden distribuirse a varios
tejidos y al acumularse pueden ocasionar dafio. Existen evidencias acerca de esta
acumulacion en animales y humanos (Cassone et al., 2012). Por ejemplo, se han
encontrado en tejidos de humanos que han sido a expuestos a comida, agua y aire
contaminados diariamente (Prevedouros et al., 2006). EI PFOS puede ser
encontrado en leche, higado, cordén umbilical y en liquido seminal (Lau et al., 2007).
Los niveles en sangre de personas ocupacionalmente expuestas a los compuestos
perfluorados van de 1.30 a 1.97ug/mL para PFOS y de 1.5 a 3.9 ng/mL para PFHXS

(Alexander y Olsen, 2007, ATSDR, 2015).

Estudios en animales y humanos sugieren que existe una asociacion entre los
compuestos perfluorados y la alteracion de las funciones reproductivas (Giesy y
Kannan, 2001); sin embargo, el mecanismo por el cual sucede esta asociacién se

desconoce. En mujeres, se han visto cambios en el ciclo menstrual (Fei et al., 2009),



asi como disminucion en la tasa de embarazos logrados (Jacquet et al., 2012). Toft
et al. (2012), reportaron una disminucion de espermatozoides morfolégicamente
normales, asi como, disminucion de la cantidad de espermatozoides en eyaculados
de hombres ocupacionalmente expuestos (Joensen et al., 2009, Toft et al., 2012). Se
ha demostrado que muchos plaguicidas producen alteraciones como retencion de la
gota citoplasmatica del espermatozoide, disminucion de la movilidad y viabilidad, asi
como, alteraciones cromosomicas (Contreras y Bustos-Obregén, 1999, Toft et al.,
2012) y alteracion en la integridad del ADN en hombres expuestos a PFOS (Joensen
et al., 2009). Concentraciones altas de PFOS fueron asociadas negativamente con
una variedad de mediciones hormonales, sobre todo con la testosterona (Joensen et
al., 2013). Se determind que la ClLsp de PFOS fue de ~30 pM en ovocitos
correspondiendo al rango de niveles de exposicion laboral; se demostré un efecto
adverso del PFOS en la maduracion, la viabilidad y la integridad del ADN en ovocitos
(Campuzano, 2014, Silvestre, 2014). Por otro lado, en espermatozoides se ha
observado que la exposicion a agentes toxicos afecta la movilidad y la capacidad
para llevar a cabo la RA, lo que es un indicador de dafio reproductivo ya que impide

gue el espermatozoide fertilice al ovocito (Maravilla-Galvan et al., 2009).

2.2 Espermatozoides y EROS

La dinAmica de la membrana plasmatica de la célula espermética cumple un papel
importante en los procesos de maduracion, capacitacion y RA (Muller et al., 1999) y
el aumento de las EROS pueden dafiarla (Clarkson y Thompson, 2000). Los

espermatozoides, por su gran contenido de &cidos grasos poliinsaturados, son



sensibles a lipoperoxidacion, el cual es producida, principalmente por las EROS
(Aitken et al., 1997). Cuando el ataque oxidante se intensifica, se produce
peroxidacion lipidica, que provoca una disminucion de la movilidad y viabilidad
espermatica, asi también, afecta la integridad acrosomal (Baumber et al., 2000). Sin
embargo, una produccion moderada de EROS en el espermatozoide es
indispensable para que se lleve a cabo la capacitacién, pero un desbalance en su
produccién puede afectar este proceso esencial para lograr la fertilizacion (Ball et al.,

2001).

3 Justificacion

Actualmente, hay cerca de 100,000 productos quimicos de uso comercial y se estima
gue se generan entre 700 y 1000 nuevos compuestos anualmente. Alrededor de
1,500 de estos compuestos tienen un volumen de produccion elevado, que supera
las 10,000 toneladas por afio (Valdés y Muir-Leresche, 1993). De los afios 70 al 2002
la produccion de PFCs fue de 100,000 toneladas en EUA (Paul et al., 2008). Estas
cifras son alarmantes si recordamos que los PFCs son muy persistentes en el
ambiente y se bioacumulan en los seres vivos poniendo en riesgo la salud de los
organismos expuestos. Estos compuestos contaminan los alimentos que al
consumirlos los absorbe el cuerpo por el sistema digestivo, por la piel o por
inhalacion directa del aire contaminado. Los PFCs se han encontrado presentes en el
polvo de los hogares a una concentracion de 357 uyg/g de polvo debido a que se

utilizan abundantemente en la industria textil, eléctrica, automotriz y de la



construccién porque a los materiales a los que se agregan, les confieren resistencia
al fuego, asi como la propiedad de repeler agua, aceite o colorantes. Las empresas,
en paises como Espafia y Estados Unidos, han disminuido su produccion, por el
dafio que puedan generar a la salud pero, a pesar de ello, la exposicion a los PFCs
en estos paises sigue siendo alta. En México, no se tiene un control de la produccién
de los PFCs, ni existe monitoreo que pueda dar informacion acerca del grado de
exposicion a estos compuestos, siendo esto un problema grave ya que se sabe que
los PFCs afectan, entre otros a la reproduccion de los individuos expuestos; ademas,
pueden producir dafio genético pudiendo causar infertilidad, malformaciones o
abortos espontaneos. Debido a su bioacumulacion en los organismos, el tiempo de
vida media es de 5 afios (Alexander y Olsen, 2007). Esta bioacumulacion podria
causar un dafio oxidante en los espermatozoides afectando la reproduccién

masculina, interfiriendo en la capacidad del espermatozoide para fertilizar al 6vulo.

La informacion existente acerca del efecto de los PFCs sobre la maduracion de
gametos es muy escasa, de aqui la necesidad de estudios que permitan evaluar su
capacidad de interferir en ella. En este estudio se llevd a cabo la valoracion
toxicoldgica de los compuestos perfluorados: PFHXS y el PFOS, sobre los procesos
de capacitaciéon y RA in vitro de espermatozoides de cerdo. Se evalud la relacion

entre estos procesos y los niveles de EROS en presencia de los PFCs.
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4 Pregunta de investigacion

¢ Tienen algun efecto los compuestos perfluorados PFHxS y PFOS sobre los
procesos de capacitacion y/o RA, asi como en un desequilibrio en la produccion de

EROS en espermatozoides de cerdo in vitro?

5 Hipotesis

Los espermatozoides capacitados que seran expuestos a PFHxS y PFOS

presentaran afectaciones a nivel de capacitacion, RA y en niveles de EROS.

6 Objetivo general

Determinar el efecto de los compuestos perfluorados PFHxXS y PFOS sobre la

capacitacion, RA 'y en los niveles de produccion de EROS.

7 Objetivos particulares

e Determinar el efecto de los PFCs sobre la capacitacion y la RA espermatica.
e Determinar si hay generacion y/o inhibicion de EROS en espermatozoides

durante su exposicion a los PFCs durante la capacitacion.
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8 Material y Métodos

8.1 Obtencién de la muestra

Las muestras de semen fueron obtenidas de cerdos sanos normozoospérmicos de
varias razas, y valorados de acuerdo con criterios establecidos (Garner y Hafez,
1993). Se obtuvieron las muestras por el método de "la mano enguantada". Se
filtraron a través de una gasa para eliminar la fraccion gelatinosa y se transportaron

al laboratorio a 16°C, en menos de dos horas.

8.2 Evaluacidon espermaética.

En el laboratorio se analiz6 la calidad de las muestras, se determino la concentracion
de espermatozoides, movilidad y namero de formas anormales con el fin de utilizar
solamente muestras normales de acuerdo con criterios ya establecidos: movilidad
mayor al 80%, viabilidad mayor al 90 %, de anormalidades morfolégicas menos del
10% y una concentracién superior a 80 x10%mL de espermatozoides (Garner y

Hafez, 1993).
En cada una de las muestras de semen se determinaron los siguientes indicadores:

Movilidad: se determind por observacién directa al microscopio Optico a 40 X y se
estimé el porcentaje de espermatozoides moviles. Se determiné el patron de
movilidad de los espermatozoides de acuerdo a la siguiente clasificacion: A=
movimiento progresivo lineal rapido, B= movimiento progresivo lento, C= movimiento

no progresivo y D= inmavil (Tash y Bracho, 1999).
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Viabilidad y Anormalidades Morfologicas: se determinaron por medio de la técnica
de Eosina-Nigrosina de acuerdo con los criterios previamente descritos (Bjorndahl et
al., 2003). Se realizé una dilucion con la muestra y el colorante a una proporcién de
1:1, se hicieron frotis y se dejaron secar a 37 °C. Se observo al microscopio éptico.
Se contaron 200 células y se determiné el porcentaje de espermatozoides vivos. Se
consideré como espermatozoides vivos aquéllos que no presentan tincién, y como
espermatozoides muertos los tefiidos en color rojo. Con los mismos frotis se
determino el total de espermatozoides con anormalidades morfolégicas como cabeza
grande, cabeza pequefa, flagelo pequefio, flagelo grande, estructuras dafiadas o

presencia de gota citoplasmica.

8.3 Cinética de Capacitacion

Las muestras se capacitaron en medio de capacitacion (TALP-Hepes) evaluando el
proceso a diferentes horas para realizar una curva de tiempo contra porcentaje de

capacitacion y determinar el tiempo adecuado del proceso.

8.4 Preparacion de la muestra

Se analizaron dos condiciones: espermatozoides capacitados y espermatozoides

reaccionados.

El semen se lavé dos veces con solucidon salina de fosfatos (PBS), se centrifug6 a
600 g por 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendio
en 1 mL de medio TALP-HEPES (Tyrode-Albumina-Lactato-Piruvato) (114 mM NacCl,

3.2 mM KCI, 2.0 mM CaCl,, 0.5 mM MgCl;*6H20, 25 mM NaHCOs;, 0.4 mM
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NaH,PO,4+H,0, 10 mM lactato de sodio, 0.1 mM piruvato de sodio) suplementado con
6 mg/mL BSA fraccion V y 1 mM de Piruvato de Sodio, pH de 7.4 (Jiménez et al.,

2003).

Capacitacion: Se tomaron alicuotas de espermatozoides a una concentracién de 5 X
10° cel/mL y se depositaron en una caja de 4 pozos con medio de capacitacion
TALP-HEPES durante 3, 3.5y 4 horas a 38°C con 5% de CO; y en una atmdsfera
himeda. Se evalud la capacitacion a los diferentes tiempos de incubacion y se

evalud un control que corresponde a espermatozoides sin capacitar.

Espermatozoides Reaccionados: después del tiempo de capacitacion se indujo la RA
al adicionar 10 mg/mL de progesterona, se incubd por 20 minutos en las mismas

condiciones que la capacitacion (Jiménez et al., 2003).

8.5 Evaluacién de la capacitacion y RAcon CTC

Se determiné el numero de espermatozoides capacitados y reaccionados mediante
la técnica de tincion con clorotetraciclina (CTC). Los patrones de fluorescencia
producidos al tefiir con CTC estan relacionados con los cambios de Ca®" intracelular
gue suceden en dichos procesos. Es por ello que, con esta técnica, se pueden
observar patrones de fluorescencia diferentes, que revelaran si el espermatozoide se

encuentra capacitado, reaccionado o ninguno de los dos (DasGupta, 1993).

La CTC se prepar6 a una concentracion de 750 uM en Tris 20 mM; NaCl 130 mM; L-
cisteina 5 mM, a pH 7.8. En un portaobjetos se mezclaron 5 uL de muestra con 5 uL

de solucién CTC, posteriormente se agregaron 50 pL de glutaraldehido 0.2 % en Tris
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0.5 M a pH 7.4 para fijar las células. Se coloc6 un cubreobjetos y se observaron las
laminillas en un microscopio de epifluorescencia (400-500 nm de excitacion y 470
nm de emision) con un objetivo 40X. Se observaron 200 células y se clasificaron de
acuerdo a los siguientes patrones de fluorescencia: S/C (sin capacitar), C

(capacitados) y AR (acrosoma reaccionado).

e Patron S/C: fluorescencia uniforme en la cabeza, acrosoma y flagelo intactos,
caracteristica de espermatozoides sin capacitar.

e Patron C: fluorescencia en la region acrosomal y una banda sin fluorescencia
en la region postacrosomal. Caracteristica de que el espermatozoide esta
capacitado con acrosoma intacto.

e Patron AR: no presenta suficiente fluorescencia en la cabeza, excepto una

banda delgada fluorescente en la region ecuatorial.

8.6 Determinacion de la Concentracion Letal media (CLsp)

Se incubaron los espermatozoides en presencia de los compuestos PFCs en
concentraciones crecientes del PFCs; esto, para determinar la CLsy, es decir, la
concentracion a la cual la mitad de la poblaciéon de espermatozoides muere en
presencia de los toxicos. Para determinar la CLso Se tomaron las condiciones: control
(sin PFCs) y concentraciones de 1000, 2000 y 3000 uM para PFOS y 1000, 2500 y
5000 uM para PFHxS. También se determiné el dafio al proceso de capacitacion y de
la RA, mediante el analisis de los patrones de fluorescencia ya descritos. Se
analizaron los patrones de movilidad como se indicé anteriormente. Se comparo la
movilidad de los espermatozoides que fueron expuestos a PFCs con el control (sin
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toxico). Una vez que se identificd la CLsp los espermatozoides se incubaron durante
el periodo de capacitacion con concentraciones de PFCs de 1/5 CLsp, %2 CLgo Y la
CLso y se encontré la concentracion de inhibicidén del proceso de la capacitaciéon y de

la RA.

8.7 Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (EROS)
Para la evaluacion de las EROS se utilizaron las concentraciones 92, 230 y 460 uM

de PFOS y 1000, 2500 y 5000 uM de PFHXS. Se utiliz6 como indicador una sonda
fluorogénica permeable a las células 2’,7’-Dichlorodihidrofluorescein diacetato
(DCFH-DA), la que difunde dentro de las células y ahi se desacetila por esterasas
celulares para formar el DCFH, que no es fluorescente pero que se oxida
rapidamente a 2’,7’-Dichlorodihidrofluoresceina (DCF) en presencia de EROS; este
ultimo es muy fluorescente, y la intensidad de fluorescencia es proporcional a los

niveles de EROS intracelular.

Después de la capacitacion, la suspension de espermatozoides (5x10° cel/mL), en
todas las condiciones: control, tratamiento con PFCs a 1/5CLsp y 1/2CLso y Cls, Se
lavaron dos veces con PBS por centrifugacion durante 5 min a 600Xg, el botén
celular se resuspendio en PBS y se incub6 con DCFH-DA a una concentracion de 10
MM durante 15 min a 37 °C (Hikita et al., 2015). Después se lavaron con PBS, las
células tefiidas se colocaron en un portaobjetos para ser analizadas en un

microscopio de epifluorescencia.
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8.8 Anadlisis estadistico
Para calcular la concentracién letal media (CLso) y la concentracion de inhibicidn

media (Clsp) de los procesos de capacitacion y RA se utilizoé el andlisis de regresion
lineal binomial Probit, que mide la relacion entre la intensidad de un estimulo y la
proporcién de casos que presentan una respuesta al estimulo. Los resultados se
analizaron mediante la prueba estadistica de comparacién multiple ANOVA, seguida
de la prueba post-hoc de TUKEY para determinar entre que grupos existian
diferencias significativas. Se utiliz6 al menos una N=5 y se consideré una P<0.05

para establecer significancia.
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9 Resultados

9.1 Patrones de capacitacion (CTC)
Se realiz6 la capacitacion in vitro, para su evaluacion se identificaron los patrones de

fluorescencia con CTC (figura 1).

Reaccionado

Sin capacitar Capacitado

CTC

Contraste
de fases

Figura 1. Patrones de tincién con CTC. Se muestran los patrones observados para
identificar un espermatozoide sin capacitar, capacitado y con RA. La fluorescencia de un
espermatozoide sin capacitar: tincibn homogénea en toda la cabeza; espermatozoide
capacitado: la fluorescencia se concentra en la zona acrosomal con una banda sin
fluorescencia en la regién postacrosomal; espermatozoide reaccionado: se concentra la
fluorescencia en la regién ecuatorial. 40X.

9.2 Cinética de capacitacidon
Se realiz6 una cinética durante la incubaciéon de los espermatozoides, para

determinar el tiempo adecuado de la capacitacion. Los espermatozoides cosecharon
a 0, 3, 3.5 y 4h, posteriormente, se indujo la RA durante media hora mas. Se
cuantificaron los espermatozoides sin capacitar, capacitados y reaccionados. Al

tiempo 0, la capacitacion espermatica basal fue de 7.5%, se incrementd conforme
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paso el tiempo de incubacion, llegando al maximo a las 4 horas (71.5%). Al inducir la
RA con progesterona se observd que 21.5% de espermatozoides hicieron la RA
después de la incubacion de 4 h. Con estos resultados se comprob6 que el tiempo

Optimo de capacitacion es a las 4h como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Cinética de capacitacion y RA en espermatozoides de cerdo in vitro.

Capacitacion de espermatozoides

Tiempo de incubacion

(horas)

0 3 3.5 4 4:20*

(%)

Sin capacitar | 85.25+1.76 | 62.5+14.84 | 50.5+10.6 26.5+0.70 14+10.6
Capacitados 7.5+2.12 36+15.55 46+11.31 71.5+0.70 | 64.5+17.67

Reaccionado | 7.25%+0.35 1.5+0.70 3.5+0.70 2+0 21.5+7.07

Total 100 100 100 100 100

N= 5 por duplicado. El analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una
P<0.05 indic6 una diferencia significativa entre cada uno de los grupos se muestra la media
de espermatozoides sin capacitar, capacitados y reaccionados observados con la tincion de
CTC = DS. *RA inducida

9.3 Toxicidad de PFOS en los espermatozoides de cerdo in vitro.

Para determinar la toxicidad producida por el PFOS en los espermatozoides se
evaluo su viabilidad, movilidad, capacitacion y RA de los espermatozoides incubados

en presencia del perfluorado.
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9.3.1 Concentracion letal media (CLsp) de PFOS
Se realizaron 6 experimentos por duplicado. Se preparé un stock de 200 mM de
PFOS diluido en dimetil sulféxido (DMSO), se evaluaron tres concentraciones: 1000,

2000 y 3000 pM de PFOS finales en medio de capacitacion.

Se evaluo la viabilidad espermatica correspondiente a las concentraciones probadas.
Los resultados mostraron que el DMSO (0.75%) no causa dafio citotoxico, se
encontré 63.43% de viabilidad y no hubo diferencias significativas con respecto al
control, 61.69%. En presencia del toxico, se observo una disminucion de las células
vivas conforme aumenta la concentracion de PFOS, 36.44% para 1000 puM, 14.53%
para 2000 pM y 2.92% para 3000 uM de PFOS con diferencia significativa entre cada
uno de los grupos (Tabla 2 y Figura 2). Esto indica que el PFOS tiene un efecto
negativo sobre la viabilidad de los espermatozoides. La CLsy de PFOS fue de 460.55

MM como se muestra en la tabla 3.
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Tabla 2. Efecto de PFOS sobre la viabilidad de espermatozoides de cerdo in
vitro. La viabilidad disminuye conforme aumenta la concentracién de PFOS.

Viabilidad

(%)

PFOS [uM]
0 0/DMSO 1000 2000 3000
Control control
61.69+0.86 | 63.43+2.74| 36.44+1.54| 14.53+3.87| 2.92+1.11

N= 6, cada uno por duplicado. El analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con
una P<0.05 indic6 una diferencia significativa entre cada uno de los grupos, excepto entre el
control con control DMSO. Se muestran la media y desviacién estandar de la viabilidad de
los espermatozoides.

100.00

90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00

Viabilidad %

10.00
0.00

DMSO

1000

PFOS [uM]

2000

3000

Fig. 2 Efecto de PFOS sobre la viabilidad de espermatozoides de cerdo in vitro. Hay un
comportamiento inversamente proporcional a la concentraciéon de PFOS. N=6 por duplicado.
El analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una P<0.05 muestra diferencia
significativa entre cada uno de los grupos, excepto entre el control y control DMSO. Se
grafica media y desviacion estandar de la viabilidad.
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Tabla 3. Analisis Probit para determinar CLso de PFOS. Con el analisis Probit se
determinoé la CLso= 460.55 pM. N=6 por duplicado.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para VAR00001
Limite Limite

Probabilidad | Estimacién inferior superior
.250 -492.043 -664.638 -343.066
.300 -280.068 -435.710 -144.865
.350 -83.642 -224.277 39.501
.400 102.747 -24.486 215.285
.450 283.080 167.776 386.395
| .500 460.555 355.678 556.105
.550 638.029 541.891 727.503
.600 818.363 728.931 903.836
.650 1004.752 919.512 1088.829
.700 1201.178 1117.049 1287.090
.750 1413.152 1326.477 1504.792

9.3.2 Efecto de PFOS sobre la movilidad espermatica

En la tabla cuatro se muestran los resultados de la movilidad espermatica en
presencia de PFOS. En el control se observo la condicion A= movilidad progresiva
lineal rapida que disminuyé de manera gradual con el aumento de la concentraciéon
de PFOS. En la concentracion de PFOS mas alta (3000 uM), no se observo
movilidad progresiva lineal rapida, anicamente se observé movimiento no progresivo
(D) y hubo un aumento drastico de la aglutinaciéon en un 100% del campo observado
(tabla 4). En la figura 3, se muestran los patrones de aglutinacion de
espermatozoides, se observdé un incremento en el namero y tamafio de los

aglutinados al aumentar la concentracion de PFOS. Estos aglutinados presentan
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movimiento Unicamente vibratil, correspondiente a la condicién C e inmdviles D en la

concentracion 3000uM.

Tabla 4. Efecto de PFOS sobre la movilidad de espermatozoides de cerdo in vitro.

Movilidad:

PFOS [uM]
0 Control 0/DMSO 1000 2000 3000
Control
XXX XXX XX X X
X X X X X
X X X XX XXX
X X X XX XX

Patrones de movimiento: A=Progresivo lineal rapido, B=Progresivo lento, C=No progresivo y
D= inmdvil. Disminuye la movilidad progresiva A, aumenta la condicibn C= movimiento
progresivo lento que corresponde a los espermatozoides formando aglutinados. Aumentan
los espermatozoides inmoviles en relacion con el aumento de la concentracion de PFOS.
XXX=patréon muy dominante, XX=patrén medio dominante y X=patrén poco dominante.
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Figura 3. Microfotografia 40X de aglutinaciones de espermatozoides formados en
presencia de PFOS. Se observdé que conforme aumenta la concentracién del téxico, se
incrementa el nUmero y tamafo de las aglutinaciones. El movimiento de los espermatozoides
corresponde al patron C de movimiento no progresivo (100% de aglutinaciones en campo
observado de 3000 puM).

9.3.3 Efecto de PFOS sobre la capacitacion

En los espermatozoides que fueron expuestos a PFOS se observd una disminucién
en la capacitacion. En el grupo control se encontré capacitacion de 60.86% v,
conforme se incrementd la concentracion del téxico la capacitacion disminuyd, en

1000 uM a 26.81%, en 2000 uM a 20.51% y en 3000 uM a 9.54% mostrando
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diferencias significativas entre cada uno de los grupos, excepto entre 1000 puM con
2000 uM y tampoco entre los dos grupos control, como era de esperarse (tabla 5).
Con estos resultados se puede afirmar que el proceso de la capacitacion se ve
afectado cuando los espermatozoides son expuestos a PFOS ya que disminuye
significativamente desde la concentracion de 1000 uM (26.81%).

Tabla 5. Efecto de PFOS sobre la capacitacion de espermatozoides de cerdo in vitro.
Disminuye la capacitacion de espermatozoides en respuesta a un aumento de PFOS.

PFOS [uM]

(%) 0 Control | @/DMSO 1000 2000 3000
Control

Sin capacitar | 37.20£2.28 | 38.78+1.76 | 71.05+£1.83 | 77.71+1.97 | 89.76+2.84
Capacitados | 60.86+1.67 | 60.63+2.33 | 26.81+2.05 | 20.51+1.54 | 9.54+2.18

Reaccionados | 1.94+1.18 | 2.14+1.34 | 1.78+0.84 0.69+0.83 0.59+0.64

Total 100 100 100 100 100

N= 6 por duplicado. El analisis por ANOVA seqguido de una prueba de TUKEY con una
P<0.05 indicaron diferencias significativas entre cada uno de los grupos de espermatozoides
capacitados, excepto entre 1000 uM con 2000 uM y entre el control con el control DMSO. Se
muestran la media y desviacién estandar de espermatozoides sin capacitar, capacitados y
espermatozoides con RA espontanea.

9.3.4 Efecto 1/5 CLsg, 1/2 CLsg Yy CLso de PFOS sobre la capacitacion
Una vez que se obtuvo la CLs=460.55 uM de PFOS, se capacitaron los

espermatozoides expuestos a 1/5 CLsg, 1/2 CLsy ¥y a CLsg que corresponden a 92,
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230 y 460 pM respectivamente. Esto con el objetivo de determinar la Clsp que es la
concentracion de inhibicion media, es decir, la concentracion a la cual PFOS inhibe al

50% el proceso de la capacitacion (tabla 6).

Tabla 6. Efecto de 1/5CLso, 1/2CLsp y CLsp de PFOS sobre la capacitacion de
espermatozoides de cerdo in vitro. Disminuye la capacitaciéon conforme aumenta la
concentracion de PFOS.

PFOS [uM]

(%) 0 Control | 9/DMSO 92 230 460
Control

Sin capacitar | 21.04+6.31 | 20.47+7.32 | 53.04+£3.29 | 62.96+4.25 | 69.67+1.61
Capacitados | 77.48+5.72 | 78.68+7.67 | 46.11+3.51 | 36.56+4.41 | 30.18+1.85

Reaccionados | 1.48+1.11 | 0.85+0.73 | 0.85+0.69 0.47+0.50 0.16+0.33

Total 100 100 100 100 100

N= 6 por duplicado El analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una
P<0.05 indicaron que hay diferencias significativas entre el grupo control y los
experimentales, pero no lo hubo entre 92, 230 y 460 uM. No hay diferencias significativas
entre los espermatozoides con RA espontanea. Se muestran la media y desviacion estandar
de espermatozoides sin capacitar, capacitados y espermatozoides con RA espontanea.

Bajo estas condiciones, la capacitacion fue de 77.5% para el control hasta 46% en 92
UMy a 30% en 460 pM. Hay diferencias significativas entre la concentracion 92 uM y
el control, pero no se muestran diferencias significativas entre las concentraciones

92, 230 y 460 puM manteniéndose el mismo grado de capacitacion en las tres
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concentraciones como se observa en la tabla 6. El PFOS altera el proceso de

capacitacion desde una concentracion minima de 92 pM.

Los resultados de la induccion de la RA se encuentran en la tabla 7. El grupo control
alcanzé una RA de 27% siendo este el valor esperado en cerdo (Jiménez et al.,
2003). A 92 uM de PFOS, la capacitacion disminuyé casi a la mitad (15.3%), es decir,
basta con esta concentracién para que exista un efecto significativo de PFOS sobre
la RA de espermatozoides de cerdo in vitro. Sin embargo a la concentracion de 230
MM (3.1%) y 460 pM (3.4%) se observa un bloqueo de la RA. Cabe mencionar que
también disminuyen los porcentajes de capacitacion en cada uno de los grupos por

efecto de PFOS y, ademas porque una parte de los espermatozoides hicieron RA.

Tabla 7. Efecto de 1/5CLsg, 1/2CLso Y CLsy de PFOS sobre la RA de espermatozoides de
cerdo in vitro. La RA decay0 casi a la mitad desde la concentracion de 92 uM de PFOS.

PFOS [uM] con RA inducida

(%) 0 Control | 9/DMSO 92 230 460
Control

Sin capacitar | 17.91+4.55 | 42.50+4.23 | 46.75£3.60 | 60.57+3.46 | 70.12+2.70
Capacitados | 54.96+1.56 | 53.93+4.39 | 37.97+2.84 | 30.26+4.19 | 26.40+2.97

Reaccionados | 27.12+3.53 | 26.96+5.51 | 15.26+3.74 | 3.15+0.44 3.39+1.56

Total 100 100 100 100 100

N= 6 por duplicado El analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una
P<0.05 mostraron que hay diferencias significativas entre los grupo control y los
experimentales, pero no lo hubo entre 230 con 460 uM. Se muestran la media y desviacion
estandar de espermatozoides sin capacitar, capacitados y espermatozoides con induccién de
RA.
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9.3.5 Concentracion de PFOS de inhibicion media de la capacitacion (Clsp)

Con los resultados obtenidos (tabla 6) se determind la concentracién de inhibicién

media (Clsp) de la capacitacion de espermatozoides de cerdo in vitro por medio del

analisis Probit. La Clsp que resultdé fue de 274 uM (tabla 8), que corresponde a la

concentracion de PFOS que inhibié el 50% del proceso de capacitacion.

Tabla 8. Analisis PROBIT para determinar Cls, de la capacitacion de PFOS.

Limites de confianza
Limites de confianza al 95% para VAR00001
Limite Limite

Probabilidad Estimacion inferior superior

.250 1592.577 1426.450 1776.167
.300 1299.134 1134.842 1466.465
.350 1027.216 853.206 1190.897
.400 769.192 576.259 939.113
.450 519.551 300.984 702.835
.500 273.868 24.860 475.516
.550 28.185 -254.939 251.871
.600 -221.456 -541.892 27.270
.650 -479.480 -840.456 -202.897
700 -751.398 -1156.641 -443.915
750 -1044.841 -1499.122 -702.744

Cl50=273.868 uM. N=6 por duplicado.
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9.3.6 Concentracion de PFOS de inhibicion media (Clso) de la RA
Se determiné la Clso de la RA a partir de los resultados de la tabla 7 con el analisis
Probit. La Clsp que resulté fue de 110.2 uM, que es la concentracion con la que se

inhibio el proceso de RA en un 50% (figura 4).
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Figura 4. Reaccién acrosomal vs concentracion de PFOS. Por el andlisis Probit se
determin6 la CI50= 110.19 pM. Se disminuye la reaccion acrosomal de manera inversa al
aumento de la concentracién de PFOS. N=6 por duplicado.

9.3.7 Efecto de 1/5CLsg, 1/2CLsp y CLsp de PFOS sobre la movilidad
espermatica

El control presentd movimiento progresivo lineal rapido (patrén A), a de 230 uM de
PFOS, disminuyé considerablemente el movimiento y en 460 puM la movilidad

progresiva lineal rapida fue imperceptible y predomind el movimiento D= no
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progresivo, debido a un aumento en la aglutinacién, aproximadamente en un 40% del
campo observado (tabla 9). En la figura 5, se observa un aumento en la formacién de
aglutinados conforme aumenta la concentracion de PFOS, el tamafio de los
aglutinados aumenta y los espermatozoides presentan un movimiento vibratorio
correspondiente a la condicion C. Estos resultados indican que PFOS disminuye la
movilidad de los espermatozoides y aumenta la cantidad de aglutinaciones de
manera no tan drastica como en las concentraciones antes usadas de 2000 pM y

3000 pM de PFOS.

Tabla 9. Efecto de PFOS sobre la movilidad de espermatozoides de cerdo in vitro.

PFOS [uM]
Movilidad: | 0 Control 0/DMSO 92 230 460
Control
A XXX XXX XXX XX X
B X X X XX X
C X X X XX XX
D X X X XX XX

Patrones de movimiento: A=Progresivo lineal rapido, B=Progresivo lento, C=No progresivo y
D= inmdévil. Disminuye la movilidad progresiva A en la concentracion de 230 pM y 460uM de
PFOS, se incrementa el movimiento C= movimiento progresivo lento que corresponde a los
espermatozoides formando aglutinados. Aumentan los espermatozoides inmoviles de
manera dependiente al aumento a la concentracién de PFOS.
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Figura 5. Microfotografia 40X de aglutinaciones de espermatozoides formados con
PFOS. Conforme aumenta la concentracion de PFOS aumentan las aglutinaciones
correspondiendo a la condicion C de movimiento no progresivo (40% de aglutinaciones del
campo observado en 460uM).

9.3.8 Efecto de 1/5CLsg, 1/2CLsp y CLsp de PFOS sobre la viabilidad
espermatica

Se determind la viabilidad de cada una de las fracciones de PFOS después de la
capacitacion y la RA. La viabilidad se comporté de manera similar a los ensayos
anteriores en los cuales se observo que disminuye la viabilidad conforme aumenta la
concentracion de PFOS. En la menor concentracion (92uM) de PFOS la viabilidad
fue de 60.86%, para 230 UM la viabilidad baj6é a 51.99% y en 460 uM fue de 40.65%.

Se encontraron diferencias significativas entre todos los grupos con respecto al
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control, excepto entre los grupos control. Con respecto a la RA, la viabilidad se

mantiene similar a la capacitacion para 92 pM de PFOS fue de 64.69%, para 230 uM

la viabilidad bajo a 53.03%; sin embargo, en 460 pM de PFOS se observd una

disminucion drastica (26.5%). Hay diferencias significativas entre cada uno de los

grupos, excepto entre 92 y 230 uM, asi como, entre los grupos control (tabla 10 y

11).

Tabla 10. Efecto de 1/5CLs, 1/2CLsg y CLsp de PFOS sobre la viabilidad de
espermatozoides de cerdo capacitados in vitro (%).La viabilidad disminuye en
relacion a un aumento de concentracion de PFOS.

Viabilidad
(%)

PFOS [uM]
0 0/DMSO 96 230 460
Control control
72.91+6.21 | 73.83+3.21] 60.86+6.72 ] 51.99+4.56 | 40.65+8.13

N= 6 por duplicado. El analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una
P<0.05 indicaron una diferencia significativa entre cada uno de los grupos, excepto entre el
control con control DMSO y con 96 UM Se muestran la media y desviacion estandar de la
viabilidad de los espermatozoides.
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Tabla 11. Efecto de 1/5CLso, 1/2CLsg y CLsg PFOS sobre la viabilidad de
espermatozoides con inducciéon de RA de cerdo in vitro (%). La viabilidad
disminuye en relacion a un aumento de concentracion de PFOS.

PFOS [uM] con RA inducida

0 0/DMSO 92 230 460
Control control

Viabilidad
75.06+£6.22 | 73.5+7.07 | 64.69+3.49] 53.03+5.61] 26.5+0.70

(%)

N= 6 por duplicado. El andlisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una
P<0.05 indicaron diferencia significativa entre cada uno de los grupos, excepto entre el
control con control DMSO y entre 96 uM con 240 pM. Se muestran la media y desviacion
estandar de la viabilidad de los espermatozoides.

9.4 Toxicidad de PFHXS en los espermatozoides de cerdo in vitro.

Se realizaron 6 experimentos por duplicado sobre el efecto que tiene PFHXS en la
capacitacion, RA vy viabilidad de los espermatozoides de cerdo in vitro. Para ello se
capacitaron los espermatozoides durante 4 horas de incubacion con las siguientes
concentraciones del toxico: 0, 250, 500 y 1000 uM. Se incluyo el control DMSO para
determinar su citotoxicidad. Los resultados no muestran diferencias significativas
entre el control y las concentraciones por lo que procedi6 a agregar dos

concentraciones mas altas 2500 y 5000 pM.

9.4.1 Efecto de PFHXS sobre la viabilidad espermatica
La viabilidad se mantuvo constante en los primeros 5 grupos observables, pero
encuentra su umbral en 2500 y continta disminuyendo en 5000 uM como se muestra

en la figura 6.
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Figura 6. Efecto de PFHxS sobre la viabilidad de espermatozoides de cerdo in vitro. La
viabilidad permanece intacta conforme se aumenta la concentraciéon de PFHxS hasta 1000
UM pero disminuye en 2500 uM y en 5000 uM. N=6, por duplicado. El analisis por ANOVA
seguido de una prueba de TUKEY con una P<0.05 muestran que no hay diferencias
significativas entre cada uno de los grupos, excepto entre 2500 uM y en 5000 uM con los
demas grupos. Se grafica media y desviacién estandar de la viabilidad.

Los datos obtenidos han revelado que no existe una alteracion en la viabilidad de los
espermatozoides al ser tratados con 250, 500 y 1000 uM de PFHXS pero si a
concentraciones tan altas como 2500 y 5000 uM. Por lo que se puede concluir que
no hay efecto de PFHXS sobre la viabilidad espermatica a concentraciones menores
a 1000 uM. Con el analisis PROBIT se determiné que la CLso fue de 1922.157 uM

(tabla 12).
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Tabla 12. Analisis Probit para determinar CLso de PFHXS.

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para VAR00001
Limite Limite
Probabilidad | Estimacion inferior superior
.250 1019.090 748.594 1252.440
300 1220.043 968.741 1446.385
350 1406.255 1168.488 1630.355
400 1582.953 1353.842 1809.111
450 1753.910 1529.121 1986.113
| 500 1922.157 ||  1697.770 |  2164.160
550 2090.403 1862.822 2345.804
.600 2261.360 2027.212 2533.695
.650 2438.058 2194.071 2730.946
700 2624.271 2367.098 2941.637
750 2825.224 2551.174 3171.652

CL5p=1922.157 uM. N=6 por duplicado

9.4.2 Efecto de PFHXS sobre la capacitaciéon y RA

Se cuantifico el porcentaje de espermatozoides sin capacitar, capacitados y
reaccionados después de las 4 horas de incubacion por la técnica de tincién con
CTC, se contaron 200 células (figura 7). El proceso de capacitacion se mantuvo
constante en las cuatro concentraciones de PFHxS (80 % de capacitacion), por lo
gue no hubo algun efecto de PFHXS sobre la capacitaciéon de espermatozoides de

cerdo in vitro.
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Figura 7. Efecto de PFHXS sobre la capacitacién de espermatozoides de cerdo in vitro
(%).. El andlisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una P<0.05 muestran
gue no hay diferencias significativas entre cada uno de los grupos. Se muestran la media y la
desviacion estdndar de espermatozoides capacitados.

En cuanto al proceso de la RA, no hubo cambios significativos ante la exposicion de
PFHXS a las diferentes concentraciones, en 1000 uM (25.8%) y 2500 uM (24.9%)
con respecto al control 0 uM (29.4%), pero si con 5000 uM (10.4%) debido a que

ésta es una concentraciéon muy alta (figura 8).
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Figura 8. Efecto de PFHxS sobre la RA de espermatozoides de cerdo in vitro. La RA no
cambia conforme el aumento de la concentracion de PFHxS, hasta 5000 uM. N=6 por
duplicado. El analisis por ANOVA seguido de una prueba de TUKEY con una P<0.05
muestran que no hay diferencias significativas entre cada uno de los grupos, excepto entre
5000 pM con los demas grupos. Se muestran la media y la desviacién estandar de
espermatozoides capacitados.

9.4.3 Efecto de PFHxS sobre la movilidad y aglutinacion espermatica
Se evalu6 la movilidad con las condiciones ya establecidas con anterioridad, asi
como la formacion de aglutinaciones en cada concentracién, por medio de

observacion directa en un microscopio invertido a 40X (tabla 12).

La movilidad espermatica se mantuvo igual en todas las condiciones, con o sin el
perfluorado, lo que indica que PFHXS no tiene efecto en la movilidad espermatica

durante la capacitacion, asi como en la formacién de aglutinados extras a los
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observados normalmente como un indicativo de una buena capacitacion, por lo que

PFHXS no tiene efecto alguno en la formacion de aglutinados.

10. Efecto de PFCs sobre la produccion de EROS

Para estandarizar la técnica de deteccién de EROS por medio de microscopia de
fluorescencia se utilizaron tres distintas concentraciones del indicador fluorescente
DCFH-DA, 1, 5y 10 uM. Se determind que 10 uM fue la mejor concentracién para
evaluar fluorescencia y PBS como medio de incubacion. Para medir la fluorescencia
se utilizo el programa ZEN lite de ZEISS. Se realizaron 5 experimentos

independientes por duplicado.

La fluorescencia se midido en unidades arbitrarias de fluorescencia (UA) que es
proporcional a la produccibn de EROS. La fluorescencia es menor en
espermatozoides sin capacitar (14.9 UA), en comparacion con el control positivo en
presencia de H,0, (79.06 UA). Al comparar los espermatozoides sin capacitar con los
espermatozoides capacitados 0 uM de PFOS (71.23 UA) se observo un aumento de
EROS estadisticamente significante en los capacitados. Al comparar el control con
los espermatozoides tratados con PFOS, no se observo diferencia significativa con la
concentracion de 92uM (1/5 CLso) de PFOS (62.20 UA). Sin embargo, se observaron
diferencias significativas con las concentraciones 230 uM (1/2 CLsp ) (52.20 UA) y
con 460 uM ClLsp (49.52 UA) en las que disminuyeron los niveles de EROS (figura9y

10).
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Figura 9. Fluorescencia de DCF equivalente a niveles de EROS en espermatozoides sin
capacitar, con CLsg de PFOS vy control H,O,. Los picos de fluorescencia aumentan en CL50
en comparacion con la fluorescencia de espermatozoides sin capacitar. N=5 por duplicado.
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Figura 10. Efecto de PFOS sobre los niveles de EROS de espermatozoides de cerdo in
vitro (UA=Unidades Arbitrarias de fluorescencia de DCF). Hay diferencias significativas
entre espermatozoides sin capacitar con 0 uM de PFOS y también entre 0 uM con 230 pM vy
con 460 uM de PFOS (CLsy). N=5 por duplicado, se muestran la media y la desviacion
estandar de cada grupo.

Con respecto a PFHXS, la fluorescencia correspondiente a los niveles de EROS en
espermatozoides sin capacitar es menor (18 UA) en comparacion con el control H,0,
(82 UA). Al comparar los espermatozoides sin capacitar con los espermatozoides
capacitados 0 pM de PFHxS (63.15 UA) se observd un aumento de EROS
estadisticamente significante en los capacitados. Nuestros resultados muestran un
incremento de EROS después del proceso de capacitacion, este comportamiento
sugiere que es necesaria la produccion de EROS para que el proceso se realice
adecuadamente. Por otro lado no se observan diferencias significativas entre el

control 0 uM (63.15 UA) y la concentracién de 1000 uM de PFHXS (62.20 UA); en las
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concentraciones 2500 y 5000 uM hay una tendencia a disminuir, sin embargo, no hay

diferencias significativas con los demas grupos (figura 11y 12).

DCF Campo claro Picos de fluorescencia

Sin
Cap

5000
v
PFHxXS

Figura 11. Fluorescencia de DCF equivalente a niveles de EROS en espermatozoides
sin capacitar, con 5000 uM de PFOS y control H,O,. Los picos de fluorescencia aumentan
en 5000 uM de PFHxS en comparacién con la fluorescencia de espermatozoides sin

capacitar. N=5 por duplicado.
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Figura 12. Efecto de PFHXS sobre los niveles de EROS de espermatozoides de cerdo in
vitro. Hay diferencias significativas entre espermatozoides sin capacitar con 0 uM de PFOS
y los demas concentraciones. No hay cambios de EROS conforme aumenta la concentracion
de PFHxS. N=5 por duplicado, se muestran la media y la desviacién estandar de cada grupo.
(UA=Unidades Arbitrarias de fluorescencia de DCF).

9.5 Patrones de fluorescencia de DCF

Durante el analisis en microscopia de fluorescencia con el colorante DCFH-DA, se
observaron 5 patrones diferentes (figura 13), que se denominaron A, B, Cy D El
patron A se caracteriza por tener fluorescencia homogénea en la cabeza, el patrén B
por tener ausencia de fluorescencia en la region ecuatorial, el patrén C por
concentrar la fluorescencia por encima del cuello del espermatozoide, el patron D
presenta fluorescencia en la mitad posterior de la cabeza del espermatozoide y el
patron E por concentrar la fluorescencia en la zona apical. Se contaron 200 células y

se determind el porcentaje de cada uno de los patrones. Para determinar los
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patrones predominantes en espermatozoides expuestos a PFOS, se utilizé el control
H.0, (a una concentracion de 2000 pM), espermatozoides sin capacitar,
espermatozoides capacitados (0 pM de PFOS) y espermatozoides tratados con CLsg
de PFOS capacitados. En todos los casos se observaron los 5 patrones, sin
embargo, los que mayormente predominaron fueron el patrén Ay B (figura 13). En la
figura 14 se aprecia que en presencia de H,0, predomina el patrén A (57.59%),
mientras que en espermatozoides sin capacitar este patron disminuye (17.85%) y
predomina el patron B (57.14%). En el control sin PFOS y después de la capacitacion
predomina el patron A (46.04%), éste disminuye al capacitar los espermatozoides
con ClLsp de PFOS (36.63%), igualandose con el patron B (37.63%). Con estos
resultados podemos sugerir que el patron A corresponde con la produccion de

EROS.
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Figura 13. Patrones de fluorescencia de DCF encontrados en espermatozoides de
cerdo. Los patrones se denominaron como A, B, C, D y E, podemos considerar que la mayor
intensidad de fluorescencia (patron A) corresponde con la produccion de EROS.
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Figura 14. Patrones A y B en espermatozoides expuestos a PFOS. El patron A es
predominante en el control H,O, y en el control 0 uM de PFOS. El patron B predomina en
espermatozoides sin capacitar y se iguala con el patrén A en espermatozoides expuestos
con CLsp de PFOS. Se muestra la media y la desviacién estandar, N=5 por duplicado.

Para evaluar los patrones predominantes en espermatozoides expuestos a PFHXS,
se utilizé el control H20, (2 mM), espermatozoides sin capacitar, 0 uM de PFHXS
capacitados y 5000 uM de PFOS capacitados. En todos los casos se observaron los
5 patrones, sin embargo, los que en su mayoria predominaron fueron el patron Ay B
(figura 15). En el control H,0, predomina el patron A (61.5%), mientras que en
espermatozoides sin capacitar este patron disminuye (19%) y predomina el patron B
(59%). En 0 uM de PFHxXS de espermatozoides capacitados predomina el patrén A

(49%) en comparacién con el patron B (34%), manteniéndose la prevalencia del
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patrén A en los espermatozoides capacitados con 5000 pM de PFHxS (50.5%) en
comparaciéon con el patron B (36%). Con estos resultados se puede concluir que el

patrén A esté presente cuando hay mas EROS.
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Figura 15. Células con patrones A y B en espermatozoides expuestos a PFHxS. El
patron A es predominante en el control H,O, y en el control 0 uM de PFOS. El patrén B
predomina en espermatozoides sin capacitar y se iguala con el patron A en espermatozoides
expuestos con ClLg, de PFOS. Se muestra la media y la desviacion estandar, N=5 por
duplicado.
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10 Discusioén

En el presente trabajo se comprob6 que el tiempo de capacitacion éptimo fue de 4
horas presentandose un 71.5% de espermatozoides capacitados coincidiendo con
los valores ya antes obtenidos en nuestro grupo de laboratorio (Maravilla-Galvan et
al., 2009), por lo tanto se tomé este tiempo para inducir el proceso de capacitacion
en los experimentos. Se observd que disminuye la viabilidad de los espermatozoides
conforme se aumenta la exposicion a PFOS. Se determiné la CLso para PFOS que
corresponde a 460 uM y la CLso para PFHXS que fue de 1922 uM. Se observo que el
PFOS afecta la movilidad de los espermatozoides, disminuye e incluso se anula a
concentraciones altas de PFOS coincidente con lo reportado por Shi 'y Zhou (2010)
en los que ante la exposicion de PFOS en espermatozoides de pez Cebra decrecio el
porcentaje de movilidad curva-lineal y angular. Ademas de la alteracion de la
movilidad, nosotros encontramos formacion de aglutinados que se incrementan
conforme aumenta la exposicion al toxico y por lo tanto afecta a su movilidad. Al
exponer los espermatozoides durante la capacitacién con el toxico, se observé una
disminucién gradual en el proceso de capacitacion al incrementar la concentracion de
PFOS. Se determiné que la capacitacion in vitro se inhibié a la concentracion de
273.86 pM, y la inhibicion de la RA fue de 110.19 uM dichas concentraciones son
relativamente bajas. Durante la capacitacion espermatica, ocurren varios eventos
celulares, bioquimicos y moleculares, que permiten que el espermatozoide pueda
fertilizar al ovocito; entre ellos ocurre la hiperactivaciéon del espermatozoide que

corresponde a un aumento en la movilidad espermatica. Dicho evento se encuentra
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relacionado con la entrada de calcio por canales ibnicos que permite la activacion de
vias de sefializacion necesarias para la fosforilacion de proteinas que son las
encargadas del inicio de la movilidad flagelar. La fosforilacion requiere de la
activacion de la via PKA (Protein Kinase A), la cual a su vez, es activada por la
adenilato ciclasa soluble por un aumento de AMPc, la produccion de AMPc; a su vez
es activada por la entrada del ion bicarbonato y de calcio (Garner y Hafez, 1993). Se
reportd que en miocitos ventriculares y en células de Purkinje (Harada et al., 2006)
expuestos a PFOS, la duracién y el pico del potencial de accion de los canales de
calcio tipo L disminuyeron significativamente cambiando el potencial de membrana y
como consecuencia alterando la cinética del calcio en relacion con la toxicidad de
PFOS. Estos canales de calcio tipo L se encuentran en el espermatozoide y al ser
bloqueados con verapamil, las caracteristicas especificas del estado de alta
movilidad fueron completamente anuladas indicando que son elementales para la
movilidad del espermatozoide (Takahashi et al., 2013). Como se sabe, la
capacitacion esta ampliamente ligada con la entrada de calcio que dispara la via de
sefalizacion para la activacion de proteinas responsables de la movilidad
espermatica como las dineinas del axonema flagelar. Ketamina es un anestésico
utilizado en la medicina humana y animal, se ha demostrado que causa efectos
toxicos al espermatozoide de humano. Algunos de estos efectos son la disminucién
de la movilidad progresiva y la inhibicion la RA en relacion con una disminucion del
calcio intracelular. CatSper, un canal especifico de espermatozoide que modula el
flujo de calcio intracelular fue inhibido por ketamina (He et al., 2016). En el presente
estudio encontramos que el PFOS inhibe la movilidad y la RA. Es probable que el
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dafio observado en la movilidad espermatica en presencia de PFOS, puede ser
debido al nivel de canales de calcio como, por ejemplo, los canales tipo L o CatSper
gue se encuentran en el espermatozoide y de esta manera se afecte la capacitacion
y RA. Otro de los posibles motivos por los que se presenta disminucién en la

capacitacion y en la RA puede ser debido a la disminucién paralela de la viabilidad.

Por otro lado, se ha reportado que un incremento de calcio es necesario para la
capacitacion por medio de la regulaciéon de EROS como ion superoxido (O'flaherty et
al., 2006). Se ha indicado que la produccién de EROS en el espermatozoide es un
evento temprano de la capacitacion. Las EROS son requeridos para la salida del
colesterol, para regular la produccion de AMPc por medio de la activacion de la
Adenilato ciclasa y la regulacion de las fosfatasas para la regulacion de la
fosforilacion (Jin'y Yang, 2017), asi como son también necesarios para dar inicio a la
via (Extracellular Signal-regulated Kinase) intracelular que es necesaria para realizar
la capacitacion y RA (O'flaherty et al., 2006). En este trabajo se observo que
efectivamente durante la capacitacion hay un aumento en la produccién de EROS.
Sin embargo, al incrementar la exposicion a PFOS, los niveles de EROS bajaron
consistentemente. Estos resultados coinciden con la disminucion de la capacitacion.
A diferencia con lo anterior, con el PFHXS se observé que los niveles de EROS se
mantienen constantes en las concentraciones utilzadas, ademas de que la

capacitacion y RA no se modificaron.

Nuestros resultados indican que el PFOS altera el proceso de capacitacion,

probablemente por la disminucion de los niveles de EROS. Gadea et al. (2005)
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reportan que un decremento en la generacién de EROS es responsable de una baja
desorganizacion lipidica y de la redistribucion de proteinas de membrana, las cuales,
son eventos importantes para la capacitacion del espermatozoide Sin embargo,
existe controversia en cuanto a los niveles de EROS producidos por PFOS, en otros
tipos celulares hay evidencias de que las EROS se incrementa en presencia de
PFCs. Por ejemplo, Liu (2016) observé, en Escherichia coli, que el estrés oxidante se
incrementd al aumentar la concentracion de los PFCs lo que provoca desintegracion
de la membrana asi como su muerte. Lee et al. (2012) estudiaron en rata el efecto de
PFOS en células granulares del cerebelo, mostraron que se induce apoptosis via
EROS mediada por la via de sefialamiento PKC (Protein Kinase C). Encontraron que
la exposicion a PFOS resulta en la hipergeneracion de EROS en embriones de pez
Cebra e induce actividad de enzimas antioxidantes mediado por la activacion de
(Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) funcionando este factor como un protector
contra el estrés oxidante inducido por PFOS (Shi y Zhou, 2010). Por otro lado
también hay evidencia de que EROS pueda disminuir la respuesta al estrés oxidante,
Khalighi et al. (2016) realizaron experimentos en ratas y observaron que en
presencia de los PFCs se disminuyo la produccién de malondialdehido, que es un
marcador de estrés oxidante. Estas evidencias indican que PFCs pueden generar un
desequilibrio en la produccion de EROS, incrementando o disminuyendo su
concentracion, que puede generar alteraciones en la funcionalidad de la célula. En el
caso del espermatozoide, un desequilibrio en la produccion normal de niveles de
EROS puede afectar su capacidad fertilizante, ya que es necesaria la presencia de
éstos para que se dispare la capacitacidon como se mostré en nuestros resultados, en
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los cuales, disminuyen gradualmente los niveles de EROS en paralelo con la
disminucién de la capacitacion, siendo mas notorio en las concentraciones cercanas

correspondientes a Clso de la capacitacion y a CLsp de PFOS.

Hasta la fecha no se ha identificado la enzima (oxidasa) responsable de la
produccion de EROS necesarias para la capacitacion esperméatica, el papel que
juega EROS durante la capacitacion es diverso y muy complejo, involucra la
activacion de varios blancos localizados en la membrana plasmatica y otros
compartimientos espermaticos. Se sabe que O;'(radical superoxido)— y NO’ (6xido
nitrico) activan la Adenilato ciclasa que produce cAMP durante la capacitacion
espermatica, de esta forma se activa la cascada de sefalizacion PKA que es
esencial para que se lleve a cabo la fosforilacion de tirosina de proteinas asociadas a
la capacitacion, hiperactivacién y RA. La NO’ sintasa es una de las enzimas
candidatas para cumplir el papel de la enzima oxidasa responsable de la generacion
de EROS. (O'Flaherty, 2015). Los Inhibidores de la NO® sintasa disminuyen la

disponibilidad de EROS y causa baja produccion de cAMP (Gangwar y Atreja, 2015).

Por otro lado, las aglutinaciones ocurren solo en espermatozoides moviles y
comienza cuando se activa el movimiento flagelar (Wilson, 1954). La aglutinacion de
los espermatozoides se ha relacionado con una disminucion de la movilidad e
incapacidad de que el espermatozoide pueda localizarse cerca del ovocito a
fecundar, y los pacientes con aglutinacion positiva poseen problemas de infertilidad
(Lynch et al.,, 1986). Existen muchos factores por los que se puede dar la

aglutinacion in vitro y se pueden mencionar entre otros a estresores fisico-quimicos
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como alta concentracion, choque térmico, lavados drasticos o pHs extremos (Mann,
1964), temperatura (Wilson, 1954) o incluso el mismo medio TALP-HEPES de
capacitacion llega a inducir aglutinacién cabeza-cabeza rapida y persistente pero
moderada (Leahy et al.,, 2016a). Algunos metales como cobalto, fierro y cobre
pueden llegar a producir aglutinacion. El cobre causa masas de aglutinacion a la
concentracion de 100 uM y se acompafia de baja movilidad. Los espermatozoides
poseen proteinas con grupos SH en su membrana que les permite unirse uno al otro
formando enlaces disulfuro. Estos enlaces pueden ser reducidos por D-penicilamina
gue les dona un electron y de esa manera PEN previene la aglutinacion o la vuelve
reversible, el cobre roba de nuevo este electron induciendo a la aglutinacion
permitiendo que los espermatozoides se unan por medio de los enlaces disulfuro
(Leahy et al., 2016b). Puede ser que el PFOS esté ejerciendo la accion de inducir
aglutinacion de manera similar al cobre o por algun intermediario relacionado con
ROS. Sin embargo, aun no se sabe cual es la razén por la que el PFOS produce
aglutinaciones en los espermatozoides y como consecuencia disminuir su movilidad,

por lo que queda abierto a un amplio tema para investigar.
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11 Conclusiones

e Se obtuvo un nimero de espermatozoides capacitados adecuado y conforme
a lo esperado, alrededor del 70-80%.

e La concentracion letal media (CLsg) con PFOS fue de 460.55 uM y con PFHxS
fue de 1922.15 pM.

e La concentracion de inhibicion media de la capacitacion con PFOS fue de
273.86 uM y la de inhibicion media de la RA fue de fue de 110.19 uM.

e Disminuyeron los parametros de viabilidad, movilidad progresiva, capacitacion
y RA de manera proporcional al aumento de las concentraciones de PFOS a
las que fueron expuestos los espermatozoides.

e Por el contrario, al aumentar la concentracion de PFOS, aumentaron los
aglutinados en cuanto a numero y a tamafo.

e Se obtuvo un aumento en los niveles de EROS durante la capacitacion
conforme a lo que se esperaba.

e Los niveles de EROS durante la capacitacion disminuyeron desde que los
espermatozoides fueron expuestos a 230 uM de PFOS.

e No hubo efecto de PFHxS sobre la movilidad, aglutinacién, viabilidad,

capacitacion, RA de los espermatozoides, ni de los niveles de EROS.
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12 Perspectivas

Determinar si hay un desequilibrio en los niveles de EROS en espermatozoides
expuestos a los PFCs durante la capacitacion con citometria de flujo para una mejor

precision de los niveles de EROS.

Abundar en el estudio del estatus de la actividad mitocondrial de los
espermatozoides tratados y su relacion con la movilidad flagelar, asi como en el flujo

de Ca2+; durante la capacitacion y la RA inducida.
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