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dependientes de voltaje a través de cambios en el potencial de membrana como al canal Cav y
canales de Na+ (sefalados con flechas rosas). Asimismo el incremento de Ca2+i y la activacion
de la proteina Gq activan a PLC que hidroliza a fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) para producir
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RESUMEN

El acido perfluorooctanoico (PFOA) es un compuesto antropogénico contaminante,
no degradable y bioacumulable que se ha utilizado por varios afios en diferentes
industrias. Existen reportes que indican los diversos efectos toxicos de los
perfluoraduos, incluido el PFOA, en los sistemas bioldgicos, que incluyen desde
disminucion de la fertilidad y conteo espermatico hasta efectos en la homeostasis del
Ca*i en neuronas. En los espermatozoides, el Ca*'i es una molécula muy importante
que participa en los procesos fisiologicos de la capacitacion y reaccion acrosomal
(RA). El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos del PFOA en el flujo de
Ca?'i en la capacitacion y RA del espermatozoide.

Se determin6 una CLsg tedrica de 950 yM de PFOA y se consideraron a 478 y 190
MM como las CLsoz y Clsgs, respectivamente. Sin embargo, 950 yM PFOA no fue
letal para la mitad de la poblacion expuesta a PFOA. En la movilidad no se
observaron cambios en el porcentaje de espermatozoides hiperactivados, no
obstante, se observé disminucion del porcentaje y tamafo de aglutinados (60%) de
forma dosis-dependiente. Asimismo con CTC, se observo que con PFOA (950 uM)
se mantuvo un alto porcentaje de espermatozoides capacitados (85%) vy
reaccionados (19%). Al evaluar el efecto del PFOA en el flujo Ca*i con el indicador
fluorescente Fluo-3 AM durante la capacitacion y RA, fue posible determinar 5
patrones con base en los que se determiné que a 950 yM de PFOA hubo una
disminucién en el porcentaje de espermatozoides capacitados (54%) y un incremento

de los reaccionados (49%).

Con citometria de flujo se determinaron tres poblaciones espermaticas: M1, M2 y M3;
considerando M2 como espermatozoides no capacitados y M3 como capacitados y
reaccionados. Con base en lo anterior, en la capacitacion se observo disminucion del
indice de fluorescencia (IF), es decir del flujo de Ca*i, de 28,636 a 20,116 en M3
con 950 uM PFOA. Asimismo, el IF en M3 en la RA inducida con 950 yM de PFOA
disminuy6 de 29,131 a 12,743 paralelo a un incremento en M2 de 6,415 a 15,153 en
M2.



Aunque no fue posible determinar la CLso real, con CTC se observé que el PFOA
mantiene la capacitacion y la RA, pero CTC es un indicador de Ca?* de la membrana
plasmatica del espermatozoide, por lo que el uso de Fluo-3 AM proporcionéd mas
informacion indicando una disminucidn en el porcentaje de espermatozoides
capacitados debido al incremento de los reaccionados en presencia de PFOA,
debido quizd a una movilizacion de Ca®* de los almacenes intracelulares y del
acrosoma que promovio y aceleré la RA o bien un influjo de Ca* a través de la
activaciéon de canales de Ca®' tipo-L por cambios en el potencial de membrana,
ademas de la posible produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
también promueven la capacitacion y RA. Asimismo, la desaglutinacion de los
espermatozoides, que es un indicador de capacitaciéon, muestra que el PFOA
posiblemente acelerd la capacitacion.

Contrario a las células somaticas donde el incremento no regulado de Ca®'i por
PFOA puede ser letal para éstas, en espermatozoides estimuld la capacitacion y RA,
sin embargo, la aceleracion de la RA espontanea e inducida en presencia de PFOA
mostré que este compuesto podria comprometer la capacidad fertilizante del
espermatozoide por lo que se requieren mas estudios para un mejor entendimiento
del mecanismo de accién del PFOA en la regulaciéon del Ca*i en el proceso de

capacitacion y RA del espermatozoide.



ABSTRACT

Perfluorooctanoic acid is a bioacumulative antrhopogenic pollutant, resistant to
environmental degradation, which has been used for many years on the industry.
Several reports point the toxic effects of PFOA at different biological levels, including
the diminish of fertility and sperm count, until homeostasis alteration of Ca?i in
neurons. In sperm cells, Ca?*i plays a vital role on the capacitation and the Acrosomal
Reaction (AR), both process involved on sperm maturation and therefore on
fertilization. The aim of this study was to determine the effect of PFOA on Ca®'i

movilization during capacitation and AR on boar sperm.

The theoretical PFOA LCso was 950 uM; 478 uyM and 190 yM were considered as
LCso2 ¥ LCsqs5, respectively. However when LCsy was tested it did not show to be
lethal for half of the cell population exposed to PFOA. In respect to motility, the
percentage of hyperactivated spermatozoa did not change although there was a
diminish on the percentage and size of agglutination on a dose dependent manner
being 60% at 950 uM.

With CTC it was observed that, with PFOA at 950 yM, capacitation and spontaneous
AR were kept at 85% and 19% respectivley. But, based on 5 patterns of sperm
fluorescence obtained with Fluo-3 AM, which is a fluorescent calcium indicator, PFOA

950 uM decreased capacitation to 54% whereas increased AR to 49%.

By flow cytometry three sperm populations were found: M1, M2 and M3; M2 was
considered as non capacitated spermatozoa while M3 was considered as reacted and
capacitated spermatozoa. Based on this, during capacitation in the presence of
PFOA 950 pM on M3 there was a decrease on Fluo3-AM fluorescence, that is Ca?"i,
from 28,636 to 20,116. Likewise when the AR was induced with 950 uM of PFOA,
Fluo-3 AM fluorescence diminished from 29,131 to 12,743 while at the same time,
there was a rise on Fluo-3 AM on M2 from 6,415 to 15,153.

Although it was not possible to find the real LDsy, with CTC it was observed that

PFOA keeps the rate of capacitation and AR, however CTC indicates the Ca** on the



sperm membrane. When Fluo-3 AM was used, it gave more information and showed
a decrease on capacitation because of a rise on reacted sepermatozoa when PFOA
was present. This coud be explained by the exit of Ca®* from the celular storages and
acrosome that promoted and accelarated the AR, or by an influx of Ca®* through type-
L Ca®" channels activated by changes on membrane potential. Also the production
reactive oxigen species (ROS) could promote capacitation and accelarate AR.
Likewise, with PFOA it was observed a decrease on aglutination that indicates that
capacitation is happening, which reinforce that PFOA was promoting sperm
capacitation.

In contrast to somatic cells, where a non regulated increase of Ca®i by PFOA can be
lethal, on spermatozoa the PFOA stimulated capacitation and AR, although the rise
on spontaneous or induced AR, when PFOA was present during capacitaction
indicates that this perfluorinated compound could compromise the capacity of the
sperm to fertilize. More studies are necesary for a better undertstanding of PFOA
mechanisms on Ca?*i regualtion during capacitation and AR on the sperm.



1 INTRODUCCION

1.1 Compuestos perfluorados

Los compuestos perfluorados (PFCs) son productos quimicos antropogénicos que se
han incorporado a una amplia gama de productos en las ultimas seis décadas
(Lindstrom et al., 2011). El pico maximo de produccion de los PFCs sucedio entre
1970 y 2002, generandose en ese intervalo de tiempo aproximadamente 96,000
toneladas (Paul et al., 2009). Estos compuestos son comunmente utilizados en
diversas industrias como la industria textil, eléctrica, automotriz, de construccion,
entre otras, debido a que confieren resistencia al fuego y repelencia al aceite, al agua
y a la tincién. De acuerdo con su composicicién quimica, los PFCs se subdividen en
dos categorias:

Perfluoroalquil-sulfonatos, entre los que se encuentran el &acido
perfluorohexanosulfonico (PFHxS, con formula CF3-(CF3)s-SO3H) y el acido
perfluorooctanosulfonico (PFOS, con formula CF3-(CF2)7-SO3H).

Perfluoroalquil-carboxilatos, entre los que se encuentra el acido perfluorooctandico
(PFOA, con formula CF3-(CF2)s-COOH) y el acido perfluorodecanoico (PFDA, con
férmula CF3-(CF2)s-COOH).

Ambas categorias son compuestos estables con gran resistencia térmica, quimica y
biolégica y, por lo mismo, son bioacumulables. Son substancias anfifilicas, es decir,
se pueden disolver en agua y aceites. Por sus propiedades, se utilizan en la
produccion de una multitud de productos de uso comun como cosméticos, productos
textiles, revestimientos antiadherentes e impermeabilizantes, productos
quitamanchas, productos de limpieza, fitosanitarios, entre otros (OECD (Organization
for Economic Cooperationand Development), 2005).

En particular, el acido perfluorooctanoico (PFOA) es un compuesto fluoroquimico
organico que se ha utilizado desde los afios 50. Es un derivado del acido octanoico,
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en el cual se substituyen todos sus hidrogenos alifaticos por moléculas de fluor (Kudo
y Kawashima, 2003). Aunque no es preciso, se estima que la produccion del PFOA
es de 500 toneladas por afio (Lau et al., 2004).

1.2 Efectos de los PFCs en los sistemas biolégicos

Se ha reportado que los PFCs producen diversos efectos incluyendo la proliferacion
de los peroxisomas, hepatomegalia, hiperplasia, hepatocarcinogénesis (Sohlenius et
al., 1994, 1993) al igual que proliferaciéon hepatocitica (Vanden Heuvel, 1999).
También, los PFCs afectan la comunicacion celular a través de las uniones
comunicantes (Upham et al., 1998) y se asocian con la despolarizacion del potencial
de membrana (Kleszczynski y Sktadanowski, 2009). Aunque pertenecientes a
diferentes categorias, varios estudios en animales han propuesto que el PFOA y el
PFOS actuan como disruptores endocrinos (Joensen et al., 2009). Por ejemplo, la
exposicion a altas concentraciones de PFOA, se asocian con la disminucion de los
niveles de testosterona y el aumento de los niveles de estradiol en ratas adultas
(Biegel et al., 1995; Cook et al., 1992), mientras que en ratones hembras prepuberes,
se asocia con niveles altos de progesterona (Zhao et al., 2010). Ademas, el PFOA
induce la formacion de tumores en testiculo, higado y pancreas en roedores (Biegel
et al., 2001) y probablemente, también incrementa la formacion de tumores de
mama. Por otro lado, induce la disminucién del peso de las crias de ratdon y causa

muerte neonatal en crias de rata (Lau et al., 2007).

Respecto al metabolismo del PFOA, en ratas se absorbe con facilidad en el tracto
gastrointestinal y se excreta principalmente a través del rinion (Andersen et al., 2008),
sin embargo, en el cuerpo humano no es metabolizado y no se conoce su
distribucion en el tejido. En ratas se ha demostrado que el PFOA persiste en el
higado, rifion y plasma sanguineo a concentraciones de 4 ng/mL (Kennedy et al,,
2004; Lau et al, 2007). Asimismo, se report6 que en algunas poblaciones
estadounidenses la concentracion del perfluorooctanato (molécula disociada del
PFOA) en el plasma sanguineo es de 4 ng/mL (Calafat et al., 2007).



Hasta el momento se sabe que la vida media del PFOA varia entre especies
(Lindstrom et al., 2011). En ratas hembras es de aproximadamente 4 horas, mientras
gue en ratas machos es de 6 dias. En contraste, en humanos, la vida media del
PFOA es de 3.4 afios (Olsen et al., 2007). Hasta la fecha no se conoce con exactitud
la fuente principal de exposicidon en humanos, sin embargo, se sugiere que en
poblaciones estadounidenses la fuente principal de contaminacién es a través del
agua potable (Emmett et al., 2006; Holzer et al., 2008; Steenland et al., 2009) vy el
riesgo de contaminacion de la poblacion aumenta en ciudades industrializadas
(Fromme et al., 2009; Kannan et al., 2004; Lau et al., 2007).

Es por ello que, tomando en cuenta su permanencia en el medio ambiente y los
efectos potenciales en la salud, la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (EPA,
por sus siglas en inglés) de los EE.UU, ha advertido que la ingesta de PFOA (400
ng/L) y de PFOS (200 ng/L) en agua potable, puede comprometer la salud publica
(EPA., 2009).

Adicional a los efectos biolégicos previamente mencionados, existen reportes que
indican que la presencia del PFOA y de PFOS en cultivos de neuronas promueven la
salida del Ca® intracelular (Ca®"i) de los almacenes de las neuronas, incrementando
asi la concentraciéon del Ca?* en el medio de cultivo (Liao et al., 2009; Liu et al.,
2011).

1.3 Morfologia del espermatozoide

El espermatozoide es el gameto masculino que participa en el proceso de
fertilizacion. El espermatozoide maduro de los mamiferos es una célula haploide, de
morfologia variada entre especies, mide aproximadamente 60 [Im de longitud y esta
compuesto basicamente por dos partes funcionales: la cabeza y el flagelo o cola
(Figura 1A). Los espermatozoides se forman en los testiculos (espermatogénesis),
continuan con su maduracién espermatica en el epididimo (maduracion epididimaria)

y finalmente, en el tracto reproductor femenino, adquieren su capacidad fertilizante a



través de la activacion de cascadas de senalizacion que le permiten adquirir

movilidad hiperactivada y ser reconocido por el ovocito.

La cabeza contiene un nucleo altamente condensado y un acrosoma en la region
apical, la cual es una vesicula que contiene enzimas hidroliticas que degradan la
zona pelucida (ZP) del ovocito, durante la fertilizacion. La superficie de la cabeza
presenta heterogeneidad tanto en la composicién lipidica y proteinica, como en la
formacion de compartimentos en la membrana plasmatica (PM, siglas en inglés) de
la cabeza donde se pueden identificar cuatro regiones: la region del anillo apical, el
area de la superficie pre-ecuatorial, la region ecuatorial y la region post-ecuatorial
(Figura 1B) (Gadella et al., 2008). Cabe sefnalar que cada region de la cabeza del
espermatozoide cumple con funciones especificas durante el proceso de fertilizacion.
Por ejemplo, la region apical contiene glicoproteinas que estan implicadas en el
proceso de reconocimiento y union con la ZP del ovocito (O'Rand y Fisher, 1987).
Una vez que el espermatozoide se une a la ZP del ovocito, se induce la formacion de
vesiculas hibridas entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa
(OAM, siglas en inglés) que resulta en la liberacion de las enzimas acrosomales que
degradan a la ZP (Figura 1C) (Yanagimachi, 1994).

El flagelo por su parte, esta dividido en tres regiones funcionales: la pieza media, que
contiene a las mitocondrias, la pieza principal, donde se encuentran la mayoria de los
canales i6nicos y la pieza final (figura 1A). El flagelo le proporciona movilidad al
espermatozoide, y éste cambia a través de su recorrido por el tracto reproductor
femenino. Es asi que en la capacitacion espermatica, se activan diferentes canales
idnicos, de forma coordinada, que permiten el cambio en el patron de movimiento del
flagelo que se caracteriza por ser un movimiento asimétrico de ondas amplias,

comunmente conocido como hiperactivacion (Miller et al., 2015).
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Figura 1. Representacion esquematica del espermatozoide de cerdo. A) Vista seccional del
espermatozoide. Todas las lineas marcadas representan bicapas de membranas. 1) Membrana
plasmatica, 2) membrana acrosomal externa, 3) matriz de enzimas acrosomales, 4) membrana
acrosomal interna, 5) envoltura nuclear, 6) nucleo, 7) anillo posterior y cuello, 8) mitocondria, 9)
regiéon proximal del flagelo, 10) anillo anular, 11) vaina fibrosa, 12) axonema y fibras densas
externas. B) Vista superficial de la cabeza del espermatozoide y pieza media con los
subdominios. 13) Anillo apical, 14) regién pre-ecuatorial, 15) regidon ecuatorial, 16) regién post-
ecuatorial. C) Reacciéon acrosomal. 17) formaciéon de vesiculas hibridas entre la membrana
plasmatica y la membrana acrosomal externa. Nétese que la region ecuatorial no esta

implicada en la fusién de estas membranas (Gadella et al., 2008).



14 Maduracion epididimaria

Los espermatozoides son células diferenciadas que se han formado por una
secuencia de eventos bioquimicos, fisiologicos y morfolégicos a través de su paso
por el testiculo y el epididimo. En los tubulos seminiferos del testiculo, las células
germinales daran lugar a los espermatozoides mediante una serie de modificaciones
celulares, genéticamente controladas a través del tiempo conocido como
“‘espermatogénesis”. Los espermatozoides formados en el testiculo son células
morfolégicamente completas pero inmoviles, sin actividad transcripcional vy
traduccional e incapaces de fertilizar al ovocito. Al pasar por las diferentes regiones
del tubulo epididimario experimentan nuevas modificaciones conocidas como

“‘maduracion espermatica epididimaria” (Dacheux y Dacheux, 2014).

El epididimo, que es un tubo largo y estrecho conectado con los tubulos seminiferos
del testiculo a través de los conductos eferentes, ubicado en la parte superior del
testiculo, se divide en tres regiones; cabeza, cuerpo y cola. Cuando los
espermatozoides testiculares se han formado en los tubulos seminiferos son
trasnportados a través de la rete testis y de los ductos eferentes hacia la cabeza del
epididimo (Dacheux y Dacheux, 2014).

El transporte de los espermatozoides se facilita por la presién generada por los
espermatozoides producidos, las secreciones de los fluidos producidos por las
células de Sertoli y la rete testis, las contracciones dentro de la capsula testicular y la
capa mioide del tubulo seminifero en el testiculo y por el movimiento de las células
epiteliales ciliadas de los ductos eferentes (llio y Hess, 1994). Ya en el epididimo, los
espermatozoides permanecen una o dos semanas y conforme avanzan a lo largo del
tubulo las condiciones microambientales van cambiando y con ello, modificando los
componentes moleculares de la superficie membranal del espermatozoide (Dacheux
y Dacheux, 2014).

Uno de las principales modificaciones en la primera region del epididimo es la

reabsorcion de agua que es regulada por acuaporinas y por el movimiento de iones
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de Na’, CI'y HCO3 que resultan de la modificacion en la composicion iénica del
fluido luminal en el epididimo (Da Silva et al., 2006). La reduccion del volumen del
fluido luminal en el epididimo favorece el incremento de la concentracién de
espermatozoides y de proteinas. Muchas de estas proteinas son procesadas a lo
largo del transito por el tubulo epididimario y estan involucradas en la capacidad de
unidén del espermatozoide con el ovocito. Es en la regidn principal del epididimo
donde ocurren los cambios mas importantes en la composicion proteinica de la
membrana del espermatozoide (Belleannee et al., 2011; Dacheux et al., 2012;
Fouchécourt et al., 2002).

En el fluido epididimal de varias especies se han identificado cientos de proteinas
que son secretadas por el epitelio del epididimo y cambian con las diferentes
regiones del epididimo. Entre las proteinas mas comunes, se encuentran lactoferrina
(LTF), lipocalina 5 (LCN5, E-RAPB), clusterina (CLU), glutation peroxidasa (GPX5),
prostaglandina D2 sintasa (PRGDS), transferrina (TF), proteina de unidn a
fosfoetanolamina 4 (PEBP4), B-N-acetil-hexaminidasa (HEXB), glutation-S-
transferasa (GST), gelsolina (GSN), actina y B-galactosidasa (GLB1) (Dacheux y
Dacheux, 2014).

Entre las funciones que realizan son: proteccion del espermatozoide a través de su
paso por el epididimo mediante la reduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS,
siglas en inglés) (Chabory et al, 2010), protecciéon de los sitios activos de las
proteinas de la PM del espermatozoide (Fabrega et al, 2012) e intercambio
molecular de componentes hidrofobicos en la membrana del espermatozoide
(Guyonnet et al., 2012).

Las modificaciones mas relevantes de la maduracion espermatica epididimaria son:
1) eliminacion de la gota citoplasmatica, la cual es un remanente del proceso de
espermatogénesis e inhabilita al espermatozoide para adquirir una movilidad
adecuada (Cooper, 2005) y 2) adicidbn de proteinas epididimarias en regiones

especificas de la membrana plasmatica del espermatozoide, mediante interacciones
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electrostaticas y epididimosomas, que lo preparan para la capacitacion, reaccion
acrosomal y fertilizacion del ovocito en el tracto reproductor femenino (Dacheux y
Dacheux, 2014).

1.5 Importancia del Ca** en la fisiologia del espermatozoide

El Ca® * es un segundo mensajero reconocido desde hace tiempo (Berridge, 2009;
Carafoli et al., 2001). Esta involucrado en la regulacion de varias funciones celulares
importantes, como la secrecidn, la excitacion-contraccion, la transcripcion de genes,
la movilidad, la actividad de enzimas y el transporte, el estado de fosforilacién de
proteinas, asi como en diversas formas de muerte celular (Carafoli et al., 2001;
Darszon et al., 2005).

Asimismo, el Ca®* es critico en diferentes procesos de sefializacion celular y acta en
diversos espacios celulares: mitocondria, reticulo endoplasmatico y citoplasma. Para
cumplir con estas funciones, la concentracién de Ca®* debe ser regulada tanto intra
como extracelularmente; la concentracion de Ca* intracelular ([Ca*'li) se mantiene
dentro de los limites a través de una variedad de mecanismos celulares que
amortiguan, secuestran, liberan y acumulan el Ca?*, con cambios de concentracion
que ocurren a menudo en zonas muy localizadas dentro de la célula (Carafoli et al.,
2001).

En los espermatozoides de invertebrados y vertebrados, el Ca?* es fundamental en
la fertilizacion ya que participa en las funciones principales del espermatozoide, como
lo es la maduracion epididimaria, la movilidad y la exocitosis acrosomal
(Yanagimachi, 1994). Adicional a la [Ca®]i, el pH intracelular y el potencial de
membrana son regulados por canales idnicos y transportadores que juegan un papel
muy importante en la sobrevivencia y fertilidad espermatica (Miller et al., 2015).

En los ultimos 10 afios debido a los avances en las herramientas disponibles para
estudiar la fisiologia de los espermatozoides y el proceso de fertilizacion, se ha

establecido la importancia fundamental de los canales iénicos de Ca*, ya que al
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bloquearlos se inhiben sus procesos fisiologicos, principalmente la fertilizacion
(Darszon et al., 2007; Florman et al., 2008; Navarro et al., 2008; Publicover et al.,
2007).

1.5.1 Capacitacion espermatica

Los espermatozoides a pesar de ser células totalmente diferenciadas, son incapaces
de fertilizar al ovocito. Para lograrlo, requieren de una ultima maduracion dentro del
tracto reproductor femenino conocido como “capacitacién”. La capacitacion
espermatica es una serie de eventos bioquimicos y fisiologicos, que permiten al
espermatozoide fosforilar proteinas, adquirir un nuevo patrén de movimiento del
flagelo, conocido como hiperactivacion y remodelar la composicion molecular de su

PM para reconocer y fecundar al ovocito (Yanagimachi, 1994).

La capacitacion es un proceso orquestado en el que participan varias cascadas de
sefalizacion de forma paralela, que ocurren tanto en la cabeza (preparacién para la
exocitosis acrosomal) como en el flagelo (hiperactivacion) (Signorelli et al., 2012).
Recientemente, la capacitacion se ha dividido en dos eventos: 1) eventos rapidos o
tempranos y 2) eventos lentos o tardios (Ickowicz et al., 2012; Signorelli et al., 2012).

Los eventos rapidos dan inicio tan pronto como los espermatozoides dejan el
epididimo y se depositan en el tracto reproductor femenino e implica la activacién del
movimiento asimétrico del flagelo. Inicia con el incremento de HCOg3 a través del
cotransportador de Na*/HCOs5 (Demarco et al., 2003)y el incremento de Ca** a través
de los diferentes canales de Ca®*" presentes en el espermatozoide como CatSper,
canales de Ca®* dependientes de voltaje (Ca,s), el receptor potencial transitorio
(TRP), canales ionicos regulados por nucledtidos ciclicos (CNG) y canales i6nicos
regulados por nucleoétidos ciclicos activados por hiperpolarizacion (HCN) (Rahman et
al., 2014).

El incremento de HCOs y de Ca?" intracelular provocan el incremento del pH

intracelular y la activacién de una adenil ciclasa soluble unica (Adcy10, aka, sAC vy
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SACY), especifica del espermatozoide (Buffone et al., 2014). Una caracteristica
importante de esta SAC es que se activa Unicamente por HCO3 y Ca®" y no por la
activacion de proteinas G o foscolina, como sucede con la mayoria de las isoformas
de AC (Chaloupka et al., 2006; Jaiswal y Conti, 2003).

El incremento de HCO3', provoca un cambio rapido en la composicién lipidica de la
PM a través de la activacion de enzimas escramblasas que translocan fosfolipidos,
como fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, desde la cara interna hacia la cara
externa de la membrana (Gadella y Harrison, 2000) e incrementa la disponibilidad de
colesterol a aceptores externos como albumina, ciclodextrinas o fosfolipidos de alta
densidad. Al mismo tiempo, la sAC cataliza la formacion rapida (pico maximo dentro
de los primeros 60 s) de adenosin monofosfato ciclico (CAMP), la cual activa a la
proteina cinasa A (PKA). La actividad de PKA ocurre dentro de los primeros 90 s que
inicia la capacitacion (Salicioni et al., 2007). PKA es una cinasa de residuos de
Ser/Tre que tiene como sustrato una gran variedad de proteinas implicadas en la
capacitacion espermatica por ejemplo, canales de Ca®* dependientes de voltaje,
cinasas de tirosinas, fosfatasas y proteina cinasa C (PKC), entre otras) (Ickowicz et
al., 2012).

Los eventos lentos inician con la salida del colesterol que incrementa la fluidez de
membrana y mantiene elevada la concentracion de HCOj3™ que activa a la via de las
ACs/cAMP/PKA. Los eventos lentos de la capacitacion implican el cambio en el
patron de movimiento del flagelo (hiperactivacién), a través de la fosforilacion de
residuos de tirosinas de proteinas que dependen de la activacion de PKA (Visconti et
al., 1999).

Durante esta fase, PKA mantiene fosforilados a los canales de Ca®* especificos de
espermatozoide, los canales CatSper, que se encuentran especificamente en la
pieza principal del flagelo e inducen el influjo de Ca*" sostenido durante el proceso
de capacitacion. Al mismo tiempo, PKA actua como activador de proteinas cinasas
de tirosinas (PTK), que incluye a miembros de la familia Src (SRC, FYN, LYN, y
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YES1), y como inhibidor de fosfatasas de proteinas (PP’s) (Signorelli et al., 2012).
Las principales proteinas que son fosforiladas en residuos de tirosinas se encuentran
en la vaina fibrosa del flagelo y pertenecen a la familia de proteinas ancladas a
proteina cinasa A (AKAP’s) y que tienen gran importancia en la adquisicion del
movimiento hiperactivado (Ficarro et al., 2003).

Otro de los eventos relevantes en la capacitacion espermatica es la polimerizacion
de actina F (Brener et al., 2003). La polimerizacion de actina se regula por el
incremento de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), un fosfolipido importante de la PM
que unido a gelsolina, una proteina globular que participa en el ensamblaje y
desensamblaje de los filamentos de actina, inhibe la separacion de los filamentos
recién ensamblados y evita el recubrimiento los extremos de ensamblaje de la actina.
En la capacitacion, la gelsolina se transloca desde el falgelo a la cabeza del
espermatozoide y se mantiene inactiva a través de su unién con PIP, para promover
la polimerizacion de actina F en la cabeza, la cual se asocia a la preparaciéon del
espermatzoide para la exocitosis acrosomal, mientras que la disminucién de
gelsolina en el flagelo permite el incremento de actina F que se asocia a la adquision
del movimiento hiperactivado, sin embargo, la participacién de gelsolina en la
movilidad espermatica no es completamente comprendido (Brener et al, 2003;
Finkelstein et al., 2013).

Ademas de la inhibicion de gelsolina a través de la unidon con PIP,, gelsolina se
inhibe por fosforilaciones en tirosinas (Tyr 438) durante la capacitacion (Finkelstein et
al., 2010). La fosforilacion en tirosinas es dependiente de la unién de gelsolina con
PIP, y se regula por cinasas de la familia SRC, las cuales ademas sensibilizan a
gelsolina para ser degradada (Finkelstein et al., 2013).

Todos estos eventos permiten que el espermatozoide en la capacitacion: 1) pueda
llevar a cabo la exocitosis acrosomal, 2) adquiera movimiento hiperactivado y 3) sea

capaz de reconocer y fecundar al ovocito (Figura 2).
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Figura 2. Eventos moleculares basicos asociados a la capacitacién. Uno de los eventos
principales es la salida de colesterol de la membrana por su aceptor molecular, por ejemplo la
albumina, que activa al cotransportador de Na./HCO; (nbc), que de forma simultanea,
incrementa el pH intracelular y activa a adenil ciclasa soluble (SACY). La entrada de ca* a
través de CatSper también activa a SACY, este a su vez cataliza la produccion cAMP, la cual
activa a la proteina cinasa A (PKA). Entre las funciones de PKA es activar y mantener el influjo
de Ca®" a través de la activacion de CatSper, activar a proteinas cinasas de tirosinas (PTK’s) e

inhibir la actividad de fosfatasas de proteinas (PP’s). Modificado de (Signorelli et al., 2012).

1.5.2 Exocitosis acrosomal o Reacciéon acrosomal

Una vez que el espermatozoide se capacita e interactua con la ZP del ovocito, se
desencadena una nueva serie de cambios bioquimicos, morfologicos vy fisiologicos

que provocan la fusién de la membrana plasmatica (PM, siglas en inglés) con la
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membrana acrosomal externa (OAM, siglas en inglés) que permite la liberacién del
contenido acrosomal. Este evento se conoce como “exocitosis acrosomal” o
‘reaccion acrosomal” (RA) (Yanagimachi, 1994). Se considera que el término mas
adecuado es exocitosis acrosomal debido a que representa varios estados
intermediarios que inician en la capacitacién y que dan como resultado la liberacidon
del contenido acrosomal. En cambio, el término reaccion acrosomal representa uno
de los dos estados binarios: acrosoma reaccionado o no reaccionado (Buffone et al.,
2014, 2012).

La exocitosis acrosomal difiere del mecanismo de exocitosis de otras células debido
a: 1) cada espermatozoide tiene una sola vesicula secretora (acrosoma), 2) se
requiere de multiples sitios de fusion entre la PM y la OAM, 3) la pérdida de
membrana del espermatozoide ocurre cuando se forman vesiculas hibridas entre la
PM vy la OAM vy, 4) no existe reciclamiento de membranas, por lo que es un proceso
irreversible (Mayorga et al., 2007).

En ratones y otros mamiferos, la exocitosis acrosomal inicia con la estimulacion del
espermatozoide por proteinas de la ZP, fluido folicular o progesterona secretado por
el complejo cumulus-ovocito (Garner y Hafez, 1993). Durante la capacitacion, la PM
del espermatozoide se remodela y forma complejos funcionales en la regién apical
de la PM que participan en el reconocimiento y adhesién con las glicoproteinas de la
ZP del ovocito, en especifico con ZP3, y que dan inicio a la exocitosis acrosomal
(Gestel et al., 2007).

La unién del espermatozoide con la ZP3 activa a canales de Ca®* que inducen el
incremento de la [Ca®'li en el espacio ubicado entre la PM y la OAM del
espermatozoide y, la activacion de otros segundos mensajeros como cAMP e Inositol
trifosfato (IP3). El incremento en la [Ca*]i esta regulado por una variedad de canales
que incluyen canales intercambiadores, canales regulados por voltaje y canales

regulados por IP3 (Tulsiani et al., 1997). Al mismo tiempo, la unién de IP3 a su
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receptor (IPsR) en los almacenes de Ca?* en el acrosoma, induce la salida de Ca*" y
favorece el incremento de la [Ca®]i (Breitbart, 2002).

Parecido a la capacitacién, en la exocitosis acrosomal el incremento de Ca*" induce
el incremento del pH intracelular y se activa la cascada de AC/cAMP/PKA (Abou-
haila y Tulsiani, 2009). La progesterona es una hormona esteroide presente en el
fluido folicular que junto con otras hormonas a través de la union con sus receptores
en la PM del espermatozoides son capaces de inducir la exocitosis acrosomal
(Osman et al., 1989). Ademas, la activacion de AC puede regularse por Ca?*y por la
unidn de progesterona a receptores anclados a proteina G, (Wang et al., 2014) y
encender el mecanismo de proteinas cinasas dependientes de fosfolipidos (por
ejemplo, fosfolipasa C (PLC)) (Breitbart et al., 1992).

La activacion de PLC cataliza la formacion de diacilglicerol (DAG) e IP3. A su vez
DAG activa a la PKC que junto con otra enzima activada por Ca?*, fosfolipasa A,
(PLA) participan en la fusion de membranas en la exocitosis acrosomal (Chen et al.,
2005).

Contrario a la capacitacion en donde se requiere de la polimerizacién de actina F
para adquirir un movimiento hiperactivado, en la exocitosis acrosomal se requiere de
la despolimerizacion de actina F para que sea liberado el contenido acrosomal.
Ocurre a través de la activaciéon de PLC debido al incremento de la [Ca®']i que induce
la hidrolisis de PIP; lo cual resulta en la liberacion y activacion de gelsolina que al
desfosforilarse por accion de las PP’s permiten la despolimerizacion de actina F para
formar actina G (Finkelstein et al., 2010). La hidrolisis de actina F rompe la barrera
fisica que existe entre la PM y la OAM, permitiendo de este modo, el acercamiento
de ambas membranas (Abou-haila y Tulsiani, 2009).

Paralelo a la formacion de actina G, la activacion de PLA; por accion del Ca®*, induce
la produccion de lisofosfolipidos por hidrélisis de los acidos grasos de los fosfolipidos
de las membranas, que promueven la fusion de la PM y la OAM en multiples sitios vy,

la formacion de vesiculas hibridas entre ambas membranas (Spungin et al., 1995).
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Finalmente, la formacién de vesiculas en la region apical de la cabeza del
espermatozoide, permiten la liberacién del contenido acrosomal en la region de
unidén entre el espermatozoide y el complejo cumulus-ovocito. En la (Figura 3) se
muestra un modelo que ilustra la posible cascada de senalizacién que conducen a la

exocitosis acrosomal, propuesta por Breitbart, 2002.
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Figura 3. Posible cascada de sefalizacion de la exocitosis acrosomal. La unién con la zona
pelucida (ZP) activa al menos a dos receptores: uno, al receptor acoplado a proteina G (R) que
activa a PLCB1 y puede regular la actividad de adenil ciclasa (AC), producir adenosin
monofosfato ciclico (cAMP) y activar a proteina cinasa A (PKA) y dos, al receptor de cinasa de
tirosinas (TK) acoplada a PLCA. La activacion de ambas fosfolipasas catalizan la produccion

de inositol trifosfato (IP;) y de diacilglicerol (DAG). PKA e IP; abren los canales de Ca’**enla
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membrana acrosomal externa (OAM) y PKC activa los canales de Ca®** en la membrana
plasmatica (PM), que conduce al incremento de la [Caz"]i y la activacién del mecanismo de
salida de Ca** de los almacenes acrosomales (SOC). El incremento sostenido de Ca* activa a
una proteina de ruptura de actina F (gelsolina) que rompe la barrera entre la PM y OAM. Las
dos membranas son capaces de fusionarse y liberar el contenido acrosomal. Modificado de
(Breitbart, 2002).

1.5.3 Canales de Ca®" en el espermatozoide

En la capacitacién y exocitosis acrosomal, el incremento de Ca?‘i se obtiene, en
principio, del espacio extracelular en la regién istmica del tracto reproductor
femenino, que es seguido por el incremento de Ca®'i que se libera de los almacenes
del espermatozoide. La obtencién del Ca®** extracelular ocurre a través de una
variedad de canales idnicos permeables a Ca?' localizados en la membrana
plasmatica del espermatozoide (Darszon et al., 2006). Son canales tan diversos
como los canales regulados por voltaje, el receptor potencial transitorio y los canales
regulados por nucleoétidos ciclicos (Rahman et al., 2014). Existen ademas, la familia
de canales especificos de espermatozoides, CatSper, los cuales son determinantes
en la fertilidad masculina (Ren et al.,, 2001). En este apartado se hace una breve
descripcion de los canales idnicos que regulan la [Ca®']i.

Los canales de Ca®* mas recientes son los de la familia CatSper (Ren et al., 2001).
Se trata de canales especificos del espermatozoide que se limitan a la pieza
principal del flagelo. Estudios en ratones (Ren et al., 2001) y humanos (Cheon et al.,
2004) muestran que son dependientes de voltaje (bajo), sensibles a pH y de gran
importancia en la capacidad fertilizante del espermatozoide (Singh y Rajender, 2015).
Los canales CatSper de raton y humano estan conformados de al menos 7
subunidades que forman un canal iénico heteromérico permeable a Ca*: 4
subunidades CatSpera que forman un poro y, 3 subunidades accesorias B,yy 0
(Miller et al., 2015). Se ha observado que el influjo sostenido de Ca*" extracelular a
través de los canales CatSper participa en la adquisicion del movimiento
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hiperactivado, liberacion de la mucosa istmica femenina, penetracién del complejo

cumulus-ovocito y finalmente la fertilizacion (Ho y Suarez, 2001).

Varios autores indican que la eliminacion de cualquiera de las subunidades del canal
CatSper provoca espermatozoides infértiles debido a fallas en el movimiento del
flagelo (Rahman et al., 2014). CatSper es regulado por moléculas liberadas por el
complejo cumulos-ovocito, por fluido folicular, progesterona y prostaglandinas. Estas
moléculas favorecen el incremento de Ca®" a través de CatSper y activan la via de
sefalizacion ACs/AMPc/PKA en la hiperactivacion, capacitacion y RA del
espermatozoide (Brenker et al., 2012).

Los canales de Ca®* regulados por voltaje (Ca,) son los responsables del incremento
de la [Ca?]i a través de cambios en el potencial de membrana (E). Estos canales se
clasifican en dos grupos: canales activados por voltaje alto (HVA, Ca,1 y Ca,2), los
cuales requieren de despolarizaciones fuertes de membrana y, canales activados por
voltaje bajo (LVA, Ca,3), estos canales se abren con despolarizaciones débiles
(Darszon y Hernandez-Cruz, 2014).

Varias proteinas cinasas como PKA, PKC y proteinas cinasas dependientes de
calmodulina (CamMKIl) activan a los canales Ca, (Darszon et al., 2011). Existen tres
subfamilias de canales Ca,: Ca,1 con cuatro miembros (Ca,1.1- Ca,1.4) todas
conductoras de corrientes tipo-L, Ca,2 con tres miembros (Ca,2.1- Ca,2.3) que
conducen corrientes tipo P/Q y Ca,<3 con tres miembros (Ca,3.1- Ca,3.3) que
conducen corrientes tipo-P. Las principales Ca, que participan en la fisiologia de
células espermatogénicas y espermatozoides son las Ca,3 (Darszon et al., 2011).

Se ha reportado que la albumina sérica de bovino (BSA) activa a los canales Ca,3 y
contribuye al incremento de la [Ca*']i en la capacitacidn en espermatozoides de raton
(Espinosa et al., 2000). A pesar de que se ha reportado la presencia de transcriptos y
proteinas de Ca, en espermatozoide humano (Jagannathan et al., 2002; Park et al.,
2003; Trevino et al., 2004) su funcion aun no es completamente comprendida.
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Otro canal de Ca* es el receptor potencial transitorio (TRP) que pertenece a una
familia de canales catidonicos no selectivos multimodales presentes en las
membranas plasmaticas de células sensoriales que detectan cambios quimicos,
fuerza mecanica y cambios en la temperatura, vision, gusto, olfato, tacto y sonidos
(Nilius y Flockerzi, 2014). Una subfamilia de los TRP son los receptores potenciales
transitorios canénicos (TRCP) que permiten la entrada de iones de Ca?*, Na* y K.
Se activan por eliminacién de Ca?*, pH, proteinas redox, PIP,, DAG y otros lipidos
(Kiselyov y Patterson, 2009).

Existen siete miembros de la subfamilia TRCP, de las cuales TRCP1 ha sido
detectada en el flagelo y en la cabeza del espermatozoide. Aunque no es claro el
mecanismo de sefializacion, es probable que el incremento de la [Ca®']i a través de
los canales TRCP1 participe en la modulacién de la movilidad y la RA de
espermatozoides (Darszon et al., 2012).

Asimismo, los canales regulados por nucledtidos ciclicos (CNG, siglas en inglés) son
canales i6nicos que permiten el influjo de Ca?* al citoplasma durante la capacitacion
espermatica a través de su activacion por nucleétidos ciclicos como AMPc y
guanosin monofosfato ciclico (cGMP) (Cisneros-Mejorado et al., 2014).
Recientemente se ha demostrado que la activacion de los canales CNG regulan el
influjo de Ca®* en estadios tempranos de la capacitacion de espermatozoides de
raton (Cisneros-Mejorado et al., 2014). Los canales CNG son mas sensibles a GMPc
que a AMPc y su actividad es regulada negativamente por el propio influjo de Ca** a
través del canal CNG (Darszon et al., 2005).

Adicional a los canales de Ca?* se requieren de muchos otros componentes que son
importantes para regulacién del influjo de Ca?*, tal como son los canales de protones
regulados por voltaje (Hv1), que son los principales activadores de los canales
CatSper (Lishko et al., 2011), bombas Ca*-ATPasa (Wennemuth et al., 2003),
canales i6nicos regulados por nucleétidos ciclicos activados por hiperpolarizacion
(HCN) (Wiesner et al., 1998), canales de potasio dependientes de pH, Slo3 (Brenker
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et al., 2014) y receptores acoplados a proteina G (p.e receptores de progesterona)
(Figura 4).
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Figura 4. Posible ruta de transduccion de sefales del influjo de Ca®* en espermatozoide de
mamifero. Los canales de Ca*' se localizan principalmente en la pieza principal del flagelo. El
influjo de ca” se regula principalmente por los canales CatSper, sin embargo, la interaccién
entre otros canales son responsables de la apertura de CatSper. Las diferentes moléculas
representadas en el diagrama incluyen al cotransportador de Na’/HCO; (NBC), adenil ciclasa
soluble (sACY), adenosin trifosfato (ATP), adenosin monofosfato ciclico (cAMP), guanosin
monofosfato ciclico (¢cGMP), canales idnicos regulados por nucleétidos ciclicos (CNG), canal
idonico regulado por nucleétidos ciclicos activado por hiperpolarizacién (HCN), zona pelucida
(ZP), canal de protones regulado por voltaje (Hv1), receptor de glutamato de la familia clase C

(GPCRC) y mecanismo desconocidos (?) (Rahman et al., 2014).

1.5.4 Almacenes de Ca** intracelulares en el espermatozoide

En células somaticas, la sefializacion del Ca®* regula una variedad de procesos
fisioldgicos. El incremento en la [Ca?']i se logra, principalmente, a través de la
entrada de Ca®" del medio extracelular y por la liberacién de Ca®* de los almacenes
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intracelulares que se encuentran en el reticulo endoplasmatico, las mitocondrias, la
envoltura nuclear, aparato de Golgi y lisosomas (Michelangeli et al., 2005). Se
considera a un organelo como un almacén de Ca?* por su capacidad de introducir
Ca?*, principalmente por bombas ATPasa como la ATPasa del sarcoma o del reticulo
endoplasmatico (SERCA) y, por su capacidad de liberar Ca* por accién de segundos
mensajeros como IPs, rianodina (Ry) y por la propia presencia de Ca®* (Costello et
al., 2009).

Durante los procesos de la capacitacion y exocitosis acrosomal, el espermatozoide
requiere del incremento de la [Ca®*]i para cumplir con su funcion biologica (Baldi et
al., 1991; Ruknudin y Silver, 1990). El incremento en la [Ca*]i se regula por la
apertura de canales idnicos, como los canales CatSper y también por la liberacién
del Ca?'i de los almacenes intracelulares del espermatozoide (Correia et al., 2015).

En el proceso de espermiogénesis, la espermatida pierde gran parte de su
citoplasma y de sus organelos intracelulares (que incluyen al reticulo
endoplasmatico) para convertirse en un espermatozoide maduro, de esta forma, el
espermatozoide posee reservas de Ca®* intracelulares distintas a las de las células
somaticas. La presencia de receptores de IPs; (IP3R) y de rianodina (RyR) en el
espermatozoide han mostrado la existencia de diferentes almacenes intracelulares
de Ca?*, de los cuales, los tres mas importantes son la membrana acrosomal
externa, el cuello espermatico, la pieza media y las mitocondrias (Bedu-Addo et al.,
2008).

El principal almacén de Ca®** en el espermatozoide es la membrana acrosomal
externa. La liberacion de Ca®* de este almacén es suficiente para inducir la exocitosis
acrosomal (Herrick et al., 2005). La unién del espermatozoide con la ZP del ovocito
activa a receptores unidos a proteina-G que provoca la activacion de PLC y conduce
a la formacion de IP3 (Florman et al., 2008). La union de |IP3 a su receptor, el cual es
un canal iénico sensitivo a Ca®*, en la OAM del acrosoma induce la movilizacién del

Ca?* almacenado (Costello et al, 2009). El Ca®'i liberado se detecta por la
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calmodulina (CaM), una proteina ubicua que regula varias proteinas espermaticas
dependientes de Ca**/CaM como las cinasas (CaMK y las Src), las fosfodiesterasas
(PDE) y las fosfatasas (como PP2B) (Darszon et al., 2005).

El segundo almacén de Ca* se localiza entre el cuello y la pieza media del
espermatozoide que también presenta receptores a IP3 y a calreticulina, una proteina
de unién y almacenaje de Ca?* (Bedu-Addo et al., 2008; Costello et al., 2009). Se ha
demostrado en espermatozoides de bovino y de hamster que el Ca®* almacenado
entre el cuello y la pieza media se moviliza a través de la activacion de los receptores
de IPs y Ry y participa en la iniciacion y mantenimiento del movimiento hiperactivado
del flagelo durante la capacitaciéon (Ho y Suarez, 2001; Sanchez-Cardenas et al.,
2014).

La matriz mitocondrial constituye el tercer sitio de almacén de Ca®* (Bedu-Addo et
al., 2008). El transporte de Ca®* es a través de canales uniport (MCU), que se ubican
en la membrana interna de la mitocondria. La aceptaciéon de Ca** es regulada por el
potencial de membrana negativo de la matriz mitocondrial (Costello et al., 2009). En
espermatozoides humanos, las mitocondrias juegan un papel importante en la
homeostasis del Ca?* ya que su capacidad de almacenaje y de liberacion de las
mitocondrias les permiten modular las diferentes rutas de sefalizacion dependientes

de Ca?*, como las vias de produccién de ATP (Piomboni et al., 2012).

Los espermatozoides de los mamiferos son dependientes de la generacion de ATP
para mantener la movilidad progresiva, la hiperactivacion, asi como la fosforilacion de

proteinas durante la capacitacion (Suarez y Ho, 2003).
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2 ANTECEDENTES

En los ultimos afios se ha incrementado la produccion de quimicos que incluyen
insecticidas, herbicidas, y surfactantes. Esta produccion ha ido en aumento y se ha
asociado con dafios en el ambiente, y dafos en la salud de personas que se
exponen directa o indirectamente a estos compuestos, lo que ha motivado la
investigacion de sus efectos en numerosos estudios. Reportes recientes asocian la
presencia de estos xenobidticos sefalando dafos a nivel reproductivo que van desde
el comportamiento hasta la esterilidad, tanto masculina como femenina. Ademas, en
especifico, se ha reportado un aumento de compuestos persistentes en el ambiente,
los PFCs, los cuales son sustancias organicas bioacumulables que poseen
caracteristicas nocivas que provocan efectos adversos en la salud y/o al ambiente
(Fei et al., 2009).

Toft y colaboradores (Toft et al., 2012), realizaron un estudio para tratar de asociar la
exposicion a PFCs y la calidad del semen de 588 hombres provenientes de
Groelandia, Polonia y Ucrania. Al determinar la concentracion de PFCs en muestras
de semen mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem,
detectaron concentraciones de PFOA, PFOS, PFHxS y de PFNA (acido
perfluorononanoico) en el 97% de las muestras. Los investigadores concluyeron que
los efectos adversos de PFOS en los espermatozoides se deben a la interferencia
con la actividad enddcrina o con la funcién de la membrana plasmatica mientras que
los efectos de PFOA se relacionan con la movilidad, sin embargo, existe

controversia.

Joensen y colaboradores (Joensen et al., 2009) investigaron la posible asociacién de
PFCs con la funcion testicular. Analizaron la concentracion de 10 diferentes PFCs
en suero sanguineo de 105 hombres daneses adultos (edad promedio, 19 afos) y
reportaron concentraciones considerables de PFOS (24.5 ng/mL), PFOA (4.9 ng/mL)
y acido sulfénico perfluorohexano (6.6 ng/mL) que se relacionaron con un

decremento en la concentracion de espermatozoides en el eyaculado. Aquellos
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hombres con mayor concentracion de PFCs en suero tenian en promedio 6.2
millones de espermatozoides en contraste con los 15.5 millones de espermatozoides
en hombres con baja concentracion de PFCs.

De igual forma Liu y colaboradores (Liu et al., 2011) demostraron que la presencia de
PFOS y PFOA en neuronas del hipocampo provocan incremento en la concentracion
de Ca®'i a través de la activacion de los IPsR y RyR por cambios en el potencial de
membrana. Observaron que ambos compuestos inducen el influjo de Ca®
extracelular mediante la activacion de canales de Ca*i Tipo—L y por movilizacién del
Ca”i de los almacenes espermaticos. El incremento de Ca®‘i no regulado provoco

disfuncion celular en las neuronas que se asocian a fallas en la sinapsis.

Desde hace mas de 20 afos se considera que la fisiologia de los sistemas
reproductivo y enddcrino del porcino son similares a los del humano y por lo mismo
se utiliza como modelo experimental (Petters, 1994). En la ultima década, en nuestro
laboratorio se ha utilizado como modelo de estudio al cerdo para realizar estudios de
toxicologia reproductiva en gametos y desarrollo embrionario temprano, estos
estudios versan sobre el efecto de diversos pesticidas en la funcion de los gametos
masculino y femenino desde su génesis, maduracion, fertilizaciéon y desarrollo
embrionario temprano a nivel fisiolégico, bioquimico y molecular (Betancourt et al.,
2006; Bonilla et al., 2008; Casas et al., 2010; Ducolomb et al., 2009; Maravilla-Galvan
et al., 2009; Salazar et al., 2007).
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3 JUSTIFICACION

Como se menciond, varios estudios describen que los PFCs entre ellos el PFOA
actuan como disruptores endocrinos, y se les ha asociado con un detrimento en la
funcién reproductiva a varios niveles incluyendo la calidad espermatica. Hasta el
momento no hay datos que involucren la participacion de los PFCs en la fisiologia del
espermatozoide. Debido a que se ha reportado que el PFOA afecta la homeostasis
de Ca®* en células somaticas, en el presente proyecto se propuso evaluar si el PFOA
altera la homeostasis de Ca*" durante la capacitacion y la RA de espermatozoides de
cerdo in vitro. Ya que como se sabe, durante el proceso de capacitacion y RA del
espermatozoide, el incremento de Ca?*i es uno de los pasos fundamentales para que

ambos procesos sucedan adecuadamente.

4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

. Qué efecto tiene el PFOA en el flujo de Ca*i en la movilidad, capacitacion y RA de
los espermatozoides de cerdo?

5 OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Determinar el efecto del PFOA en el flujo del Ca®* durante la capacitacion y RA de

los espermatozoides de cerdo in vitro.

5.2 Particulares

* Determinar la concentracion letal 50 (CLsp) y la concentracion de inhibicidn de la
capacitacion 50 (CICsp) de PFOA.
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e Evaluar el efecto de las CLsp, CLsor, ¥ CLsos de PFOA en la movilidad de los

espermatozoides expuestos durante la capacitacion.

« Determinar si el PFOA afecta el fluyjo de Ca?'i en la capacitacion y RA de

espermatozoides in vitro.

6 HIPOTESIS

Se ha reportado que el PFOA interfiere en la regulacion del flujo de Ca®* en células
somaticas y que durante la capacitacion de espermatozoides suceden cambios en el
flujo de Ca®i. Por lo tanto la adicion de este compuesto perfluorado a
espermatozoides de cerdo en medio capacitante modificara el flujo de Ca?'i durante
la capacitacion y RA, repercutiendo en su capacidad fecundante.
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7 MATERIALES Y METODOS

71 Obtencion del semen

Las muestras de semen se obtuvieron de cerdos sanos normozoospérmicos de
acuerdo con criterios establecidos (Garner and Hafez, 1993). Los eyaculados se
obtuvieron por el método de "la mano enguantada”. Se filtraron a través de una gasa

para eliminar la fraccion gelatinosa y se transportaron al laboratorio.

7.2 Evaluacion espermatica
En cada una de las muestras de semen se determinaron los siguientes parametros:

Movilidad. Se determind por observacion directa al microscopio éptico a 100 X (Carl
Zeiss Microscopy, LLC, United States) y se estimé el porcentaje de espermatozoides

moviles. Solo se utilizaron muestras que presentaron mas de un 80 % de movilidad.

Viabilidad y anormalidades morfolégicas. Se determinaron por medio de la
técnica de eosina-nigrosina (E-N) de acuerdo con los criterios previamente descritos
(Flowers, 1997). Se realiz6 una dilucion con la muestra y el colorante en una
proporcion de 1:1, se realizé un frotis y se dejé secar a temperatura ambiente. Los
espermatozoides se observaron al microscopio Optico. Se contaron 200 células y se
determiné el porcentaje de espermatozoides vivos. Se consideraron como
espermatozoides vivos aquellos que no presentaron tincion y como espermatozoides
muertos los tefidos completamente en color rosado. Con los mismos frotis se
determiné el porcentaje total de espermatozoides con anormalidades morfoldgicas,
evaluando 200 células al microscopio éptico.
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7.3 Preparacién de la muestra

El semen se lavd dos veces con solucion salina de fosfatos (PBS) a pH de 7.4,
mediante dos ciclos de centrifugacién sucesivos a 600 g por 5 minutos. En el ultimo
lavado, se retir6 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 1 mL de
PBS (Jiménez et al., 2003).

a) Capacitacion. Alicuotas de espermatozoides lavados a una concentracion de
5X10° cel/mL se depositaron en cajas de 4 pozos (Nunc Denmark) con medio TALP-
HEPES suplementado con BSA (6 mg/mL) y Piruvato de Sodio 1 mM (Sigma
Chemicals, St. Louis, MO, EUA) a pH 7.4. Se incubaron (Incubadora Lab-Line
Instruments, Inc.) durante 4 horas a 38 °C, en una atmosfera humeda y con 5 % de
CO; en condiciones control (sin PFOA) y concentraciones de PFOA previamente
determinadas CLsg, CLsop2, Y Clsoss (Fierro et al., 1994; Jiménez et al., 2003).

b) Reacciéon acrosomal. Pasado el tiempo de capacitacion se indujo la RA
mediante la adicion de progesterona (Sigma Chemical, St Louis M., USA) a una
concentracion final de 10 yg/mL y se incubaron durante 20 minutos en las mismas

condiciones de capacitacion (Berger, 1990).

c) Determinacién de la CLso. El PFOA es un compuesto soluble en agua y aceite,
por este motivo, se utilizd medio de capacitacion TALP-HEPES sin suplementar para
disolver el téxico y se preparé el mismo dia de uso. Los espermatozoides se
capacitaron en intervalos de concentraciones de PFOA desde 190 hasta 950 pM.

Para evaluar los espermatozoides del grupo control se analizaron tres condiciones:
espermatozoides frescos o sin capacitar, capacitados y espermatozoides
reaccionados. En los espermatozoides expuestos a la CLsp, CLso2, y ClLsos de PFOA
se evaluo la capacitacion, movilidad y la RA.
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7.4 Evaluacion de la muestra mediante CTC

La capacitacion y la RA se evaluaron por medio de la tincion de clorotetraciclina
(CTC) (Caswell y Hutchison, 1971). La CTC se preparo a una concentracion de 750
MM en Tris 20 Mm; NaCl 130 mM; L-cisteina 5 mM, a pH 7.8. En un portaobjetos se
mezclaron 5 pL de la suspension de espermatozoides previamente fijjados en
glutaraldehido 0.2 % en Tris 0.5 M a pH 7.4 con 5 yL de CTC y se observaron las
laminillas en un microscopio de epifluorescencia (Carl Zeiss Microscopy, LLC, United
States) con el rango de longitud de onda de 494-520 nm.

Tomando en cuenta como control de la capacitacion los espermatozoides que no
fueron expuestos al toxico, para cada condicién se observaron 200 espermatozoides
y se determind su estado fisiologico de acuerdo a distribucion del CTC en su
membrana plasmatica segun los patrones de tincion reportados previamente
(Caswell y Hutchison, 1971; Kwon et al., 2014):

No capacitados. Fluorescencia uniforme en la cabeza y acrosoma intacto,

caracteristicas de espermatozoides sin capacitar.

Capacitados. La fluorescencia se concentra en la regién acrosomal y una banda sin
fluorescencia en la region postacrosomal. Caracteristicas de que el espermatozoide
esta capacitado con acrosoma intacto.

Reaccionados. No presenta fluorescencia en la cabeza, excepto una banda delgada

fluorescente en la region ecuatorial.
Evaluacién del Ca2+i en el espermatozoide con microscopia de epifluorescencia

Para evaluar el flujo de Ca2+i se utilizé el indicador de Ca2+ intracelular Fluo-3 AM
(Molecular Probes, Eugene, OR). Los espermatozoides frescos, capacitados y
reaccionados, en condiciones control y en presencia del téxico, se lavaron con
solucion fisiologica PBS y se resuspendieron a una concetracion de (5X106 cel/mL)
para adicionar 2 yL de Fluo-3 AM (solucién stock 1 mM de acuerdo al protocolo de
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(Mata-Martinez et al., 2013). Posteriormente se incubaron a 38°C por 30 min en
completa obscuridad y transcurrido ese tiempo se lavaron un par de veces y se

analizaron en el microscopio de epifluorescencia.

La distribucibn de Ca2+ se evalub en cada célula con microscopia de
epifluorescencia a una longitud de onda de 506-526 nm y se revisaron 200
espermatozoides para cada estado fisiolégico y concentracion probada.

Evaluacion del Ca2+i en el espermatozoide con citometria de flujo

Los espermatozoides sin capacitar, capacitados y reaccionados (en condiciones
control y con toxico) se lavaron con PBS previo a su evaluacion del flujo de Ca2+ con
citometria de flujo. A cada suspensiéon de espermatozoides (5X106 cel/mL) se les
adicionaron 2 pL de Fluo-3 AM (solucion stock 1 mM) y 2 pL de Yoduro de Propidio
(PI, siglas en inglés) (solucion stock 2.4 mM) para determiar ademas el porcentaje de
viabilidad (Mata-Martinez et al., 2013).

En cada condicidn (frescos, capacitados y reaccionados con y sin téxico) se
evaluaron 20,000 eventos en un citometro de flujo BD FACSCalibur (Becton Dickson
Inmunocytometry Systems, San Jose, CA) y se analizaron con Flowing Software
Version 2.5.

7.5 Analisis Estadistico

Se utilizé el analisis de regresion binomial Probit para calcular la CL50 y CIC50. Se
realizaron cinco experimentos por duplicado para cada condicion experimental:
control, CL50, CL50/2 y CL50/5. Todos los resultados se reportaron como la media +
el error estandar (E.E). Se realiz6 una prueba de ANOVA de una via y una prueba
post-hoc Tukey-Kramer y Bonferroni para comparacion multiple entre grupos. Las
diferencias con valor p<0.05 se consideraron significativas.
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8 RESULTADOS

8.1 Determinacion de la CL50

La CLsy se determind evaluando la viabilidad espermatica mediante la tincion de
eosina-nigrosina en los espermatozoides control (espermatozoides capacitados y
reaccionados sin PFOA) y en espermatozoides capacitados y reaccionados con las 3
concentraciones experimentales 100, 300 y 600 yM de PFOA. Los resultados
obtenidos indican que la viabilidad espermatica disminuye después de la
capacitacion en 77%, 73% y 62% respectivamente conforme aumenta Ila
concentracion del PFOA con diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo control vs. 600 yM de PFOA (Cuadro 1, Figura 5). En la RA también se
observé disminucion de la viabilidad (76%, 66% y 60%) sin diferencias significativas.

Cuadro 1. Efecto del PFOA en la viabilidad espermatica en la capacitacion y RA in vitro
Capacitacion RA
(%) (%)
Control 82 £ 1.75 78 = 4.26
100 uM 77 £ 412 76 = 5.09
300 uM 73 £ 3.08 66 + 7.80
600 UM *62 + 5.00 60 = 9.46

RA: Reacciéon acrosomal

Los datos se presentan como la media * el error estandar (X * E.E) (n=5).
* Diferencias significativas vs control (p<0.05)
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Efecto del PFOA en la viabilidad espermatica
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Figura 5. Efecto del PFOA en la viabilidad espermatica en la capacitaciéon y la RA in vitro con
100, 300 y 600 uM de PFOA. La viabilidad en la capacitacion y RA se evaluaron con la tincion de
Eosina-nigrosina, se analizaron 200 espermatozoides. Los datos se presentan como medias *
el error estandar (X * E.E) (n=5). Se analizaron con una ANOVA de una via, seguido de una

prueba post hoc Tukey Kramer. *Diferencias significativas vs. control p<0.05.

Con los resultados de viabilidad se realizo el analisis de regresion binomial Probit y
se determind que la CLsg tedrica es de 954 uyM con un limite inferior de 681 pM y un
limite superior de 1937 uM. Para evaluar el efecto del PFOA en la capacitacion y RA
se utilizaron las concentraciones 190, 478 y 950 uM de PFOA que representan la
CLsoss, Clsoz Yy Clso tedricas, respectivamente. Asimismo se evalud su efecto en la

viabilidad con estas concentraciones.

Al evaluar la viabilidad, el porcentaje de espermatozoides vivos en la capacitacion
fue del 85% y en la RA de 88%; después de la incubacion con las concentraciones
tedricas obtenidas de PFOA (190, 478 y 950 uM) la viabilidad se mantiene en un 87,
83 y 80% en la capacitacidon sin diferencias significativas mientras que en la RA se
obtuvo un 84, 81 y 75% con diferencias estadisticamente significativas entre el
control y 950 uM de PFOA (Cuadro 2). Los resultados demuestran que la presencia
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de PFOA no tiene efecto estadisticamente significativo en la viabilidad durante el
proceso de capacitacion incluso en altas concentraciones, a diferencia de la RA

donde se observaron diferencias significativas con la mayor concentracion de PFOA
(Figura 6).

Cuadro 2. Efecto del PFOA en la viabilidad espermatica en la capacitacion y RA in vitro
Capacitacion RA
(%) (%)
Control 85 + 2.0 88 £ 2.5
190 uM 87 + 2.5 84 + 2.2
478 uM 83 + 29 8l + 24
950 UM 80 + 2.0 *75 + 2.7

RA: Reaccidén acrosomal

Los datos se presentan como la media * el error estandar (X * E.E) (n=5).
*Diferencias significativas vs control (p<0.05)

Efecto del PFOA en la viabilidad espermatica
100

80 s s *
60 g
40
20
0 i : i

Control 190 uM 478 uM 950 uM
Concentracion de PFOA

% Espermatozoides vivos

B Capacitacion B RA

Figura 6. Efecto de PFOA a 190, 478 y 950 uM en la viabilidad espermatica en la capacitacion y
la RA in vitro. La viabilidad en capacitacion y RA se evalué con la tincion de Eosina-nigrosina,

se analizaron 200 espermatozoides. EI PFOA a 950 uyM de PFOA provoca disminucion
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significativa en la viabilidad espermatica en la RA. Los datos se presentan como medias * el
error estandar (X £ E.E) (n=5). Se analizaron con una ANOVA de una via, seguido de una prueba

post hoc Tukey Kramer. *Diferencias significativas vs. control (p<0.05).

8.2 Determinacion de la CICsg

Los patrones de tincion con clorotetraciclina (CTC) se estandarizaron y se evaluaron
200 espermatozoides en cada condicidn experimental de cinco cerdos. Se evaluaron
muestras de espermatozoides sin capacitar, capacitados y reaccionados con las
diferentes concentraciones de PFOA para determinar la CICsy. Se observaron cinco
patrones de tincion: 1) fluorescencia uniforme en la cabeza y flagelo, 2) ausencia de
fluorescencia en la region postacrosomal y fluorescencia débil en la region
acrosomal, 3) formacién de un arco en la regidn ecuatorial con fluorescencia débil o
ausente en la region postacrosomal, 4) fluorescencia unicamente en la region
ecuatorial y 5) fluorescencia en la region postacrosomal con deébil o ausente
fluorescencia en la region acrosomal (Figura 7). El patrén de tincion 1 corresponde a
lo ya reportado en espermatozoides no capacitados, los patrones 2 y 3 a
espermatozoides capacitados y los patrones 4 y 5 corresponden a reaccionados. Los
patrones de tincién obtenidos con CTC coinciden con reportes previos (Caswell y
Hutchison, 1971; Kwon et al., 2014).
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Figura 7. Patrones de fluorescencia. Fotografias con microscopia de fluorescencia,
magnificacion 400x. Patrones de tincién con clorotetraciclina (CTC). Patrén 1)
espermatozoides no capacitados, patron 2 y 3) espermatozoides capacitados y, patréon 4 y 5)

espermatozoides reaccionados.

En los Cuadros 3 y 4 se muestran los porcentajes de espermatozoides no
capacitados, capacitados y reaccionados observados antes de la capacitacion, y en
la capacitaciéon en condiciones control y con las diferentes concentraciones del

toxico.

Al tiempo cero (espermatozoides sin capacitar) se observa en promedio un 91% de
espermatozoides no capacitados, por lo que, se consideraron muestras aptas para la
capacitacion in vitro. Se evalud el efecto del PFOA en la capacitacion in vitro; se
observd que en condiciones control, se capacita el 83% de los espermatozoides, la
adicion de 190, 478 y 950 yM de PFOA mantuvo la proporcion de espermatozoides

capacitados en 86%, 85% y 85%, sin diferencias estadisticamente significativas. Al
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evaluar el porcentaje de espermatozoides reaccionados en la capacitacion (reaccion
acrosomal espontanea) en condiciones control y se obtuvo un 9%; la incubacion con
190, 478 y 950 uM de PFOA mantuvieron un 8%, 10% y 11%, respectivamente, sin

observarse diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de diferentes concentraciones de PFOA en la capacitacidn espermatica
in vitro evaluado con CTC.
Reaccionados
No capacitados Capacitados (Fisiologica)
(%) (%) (%)

Sin capacitar 91 + 0.91 7 + 0.85 2 +0.63
Control 9 + 1.57 83 *+ 1.68 9+ 1.13
190 uM 7 £ 1.01 86 + 1.06 8 + 0.58
478 UM 5 + 0.80 85 * 1.15 10 + 1.00
950 uM 4 + 1.06 85 + 1.51 11 + 1.72

Los datos se presentan como la media + el error estandar (X + E.E) (n=5).
Comparacién multiple no mostré diferencias significativas entre grupos (p<0.05)

El efecto de PFOA en la RA inducida con progesterona, presenté un 14% de
espermatozoides reaccionados y un 15% con las concentraciones de 190, 475 y 950
MM de PFOA. De la misma manera el porcentaje de espermatozoides capacitados
presentes en las mismas muestras, presentd un 80% en el control, y se mantuvo en
81% incluso en la concentracion mas alta de PFOA (950 pM) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Efecto de diferentes concentraciones de PFOA en la RA in vitro evaluado con
CTC.
Reaccionados
No capacitados Capacitados (Inducida)
(%) (%) (%)

Sin capacitar 91 + 0.91 7 £ 0.85 2 + 0.63
Control 5+ 0.77 80 + 1.85 15 + 2.03
190 uM 5+ 048 80 + 1.05 15 + 0.68
478 uM 4 + 1.20 80 + 2.56 16 + 2.99
950 uM 4 + 0.45 77 £ 2.95 19 + 3.67

RA: Reacciéon acrosomal
Los datos se presentan como la media + el error estandar (X + E.E) (n=5).
Comparacién multiple no mostré diferencias significativas entre grupos (p<0.05)

Los resultados obtenidos con CTC para ambas condiciones fisiologicas, la
capacitacion y la RA inducida con progesterona, no mostraron cambios

estadisticamente significativos entre el control y las diferentes concentraciones de
PFOA.

8.3 Efecto del PFOA en el flujo de Ca?'i evaluado con microscopia de

epifluorescencia

Para estandarizar los patrones de tincion con el indicador de calcio intracelular Fluo-3
AM se evaluaron muestras control de espermatozoides no capacitados, capacitados
y reaccionados con microscopia de fluorescencia (Figura 8). Se observaron 5
patrones de fluorescencia: 1) la fluorescencia es homogénea en la cabeza y en el
flagelo del espermatozoide, 2) el espermatozoide presenta fluorescencia
sobresaliente en la cabeza y la pieza media y, se forma un anillo obscuro en la region
ecuatorial, 3) el espermatozoide presenta fluorescencia débil en la cabeza, mientras
que en la pieza media es mas sobresaliente, 4) la fluorescencia es intensa
unicamente en la pieza media y 5) el espermatozoide presenta fluorescencia solo en
la pieza media pero no es uniforme (irregular).
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Figura 8. Patrones de tincién con el indicador de Ca®iFluo -3 AM. Fotografias con microscopia
de fluorescencia, magnificacion 400x. Se consideraron los patrones 1, 2 y 3 como
espermatozoides no capacitados; al patrén 4 como espermatozoides capacitados y al patrén 5

como espermatozoides reaccionados

Cuadro 5. Porcentaje de espermatozoides en cada patrén de tincién con Fluo-3 AM en condiciones control.
Patron de tincidén 1 2 3 4 5

(%) (%) (%) (%) (%)
Sin capacitar 7 £ 6.2 20 £ 9.2 58 + 10.1 14 + 7.2 0 +0.2
Capacitacion 4 +13 8+ 1.0 10 £ 1.9 75 + 29 4 +13
RA 1+11 5+ 15 9+ 1.8 70 + 4.1 14 + 2.7

RA: Reaccién acrosomal
Los datos se presentan como la media + el error estandar (X + E.E) (n=5).
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En ausencia del toxico se determiné el porcentaje de espermatozoides de cada
patron de tincion observados con Fluo-3 AM en las condiciones sin capacitar, en la
capacitacion y la RA (Cuadro 5). Con base en los porcentajes de espermatozoides
obtenidos en cada condicion fisiologica, se consideraron a los patrones 1 (1%), 2
(20%) y 3 (58%) como espermatozoides no capacitados; al patrén 4 (75%) como
espermatozoides capacitados y al patron 5 (14%) como espermatozoides

reaccionados.

Es importante mencionar que la determinacion de los patrones de tincion con Fluo-3
AM indican la distribucion del Ca®'i en el espermatozoide y no se puede considerar
que un patrén u otro es mas fluorescente (es decir, tiene mas Ca?'i) porque el
analisis con microscopia de epifluorescencia no proporciona informacion cuantitativa
respecto al Ca®'i. Para obtener datos cuantitativos respecto al flujo de Ca®* en cada
tratamiento y condicion fisiologica se realizé un analisis con citometria de flujo (ver

mas adelante).

Una vez establecidos los criterios de tincion con Fluo-3 AM, se evaluaron los
porcentajes de espermatozoides observados después del proceso de capacitacion y
RA en presencia de las diferentes concentraciones de PFOA.

En ambos procesos, capacitacion y RA, se observd disminucion del porcentaje de
espermatozoides capacitados (patron de tincion 4) (Cuadro 6, Figura 9). La
proporcion de espermatozoides en la capacitacion fue del 75%; después de la
incubacion con las diferentes concentraciones de PFOA esta proporcion de
espermatozoides capacitados disminuyé a 68%, 58% y 54%, respectivamente, con
diferencias estadisticamente significativas entre el control vs. 478 y 950 yM de
PFOA. En la RA la proporcion de espermatozoides capacitados fue del 70%;
después de la incubacion con las diferentes concentraciones de PFOA la proporcion
de capacitados disminuyé a 72%, 62% y 47%, respectivamente, con diferencias
estadisticamente significativas entre el control vs 950 uM de PFOA.
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Cuadro 6. Efecto de diferentes concentraciones de PFOA en el porcentaje de
espermatozoides capacitados en la capacitacion y RA in vitro evaluado con Fluo-3 AM.
Capacitacion RA
(%) (%)
Control 75 £2.99 70 £4.19
190 uM 68 +3.51 72 +2.82
478 uM *58 +3.33 62 + 4.02
950 uM *54 +2.73 +47 +3.46

RA: Reaccién acrosomal

Los datos se presentan como la media * el error estandar (X * E.E) (n=5).

*Diferencias significativas vs control (p<0.05), + Diferencias significativas vs control
(p<0.05)

Efecto del PFOA en espermatozoides capacitados
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(0]
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% Espermatozoides capacitados

Concentracion de PFOA

MW Capacitacion ™M RA

Figura 9. Efecto de 190, 478 y 950 pM de PFOA en el porcentaje de espermatozoides
capacitados (de acuerdo con el patron de tincion 4) en la capacitacion y RA in vitro. PFOA

provocé disminucién del porcentaje de espermatozoides capacitados en la capacitacion y RA.
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Los datos se presentan como medias * el error estandar (X * E.E) (n=5). Se analizaron con una
ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc Tukey Kramer. *Diferencias significativas

vs. control (p<0.05), +Diferencias vs. control (p<0.05).

Se evaluaron los porcentajes de espermatozoides reaccionados (patron de tincion 5)
durante la capacitaciéon y RA con las concentraciones de PFOA (Cuadro 7, Figura
10). Durante la capacitacion, se observo un 4% de espermatozoides reaccionados
espontaneamente en el control, este porcentaje incrementé a 10%, 17% y 34% con
respecto a las tres concentraciones de PFOA. Al inducir la RA con progesterona, se
observd el mismo comportamiento, se incrementd el numero de espermatozoides
reaccionados desde 14% en control hasta 16, 27 y 49% con 190, 478 y 950 yM de
PFOA, respectivamente. En ambos procesos, capacitacion y RA, se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre el control y las concentraciones de
478 y 950 uM de PFOA.

Cuadro 7. Efecto de diferentes concentraciones de PFOA en el porcentaje de
espermatozoides reaccionados en la capacitacion (reaccidon acrosomal espontanea) y RA
(reaccién acrosomal inducida) in vitro evaluado con Fluo-3 AM.
Capacitacion RA
(%) (%)
Control 4 +1.21 14 +2.73
190 uM 10 +2.82 16 +1.82
478 uM *17 +1.17 +27 +2.37
950 uM *34 +2.94 +49 +3.33

RA: Reaccién acrosomal

Los datos se presentan como la media * el error estandar (X  E.E) (n=5).

*Diferencias significativas vs control (p<0.05), + Diferencias significativas vs control
(p<0.05)
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Efecto del PFOA en espermatozoides reaccionados
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Figura 10. Efecto de PFOA en el porcentaje de espermatozoides reaccionados (de acuerdo al
patrén de tincién 5) en la capacitacion (RA espontanea) y la RA (RA inducida) in vitro. E| PFOA
provocé incremento de los espermatozoides reaccionados en ambos procesos. Los datos se
presentan como medias % el error estandar (X * E.E) (n=5). Se analizaron con una ANOVA de
una via, seguido de una prueba post hoc Tukey Kramer. *Diferencias significativas vs. control

(p<0.05), +Diferencias significativas vs. control (p<0.05).

8.4 Efecto del PFOA sobre la movilidad de espermatozoides

capacitados

Se evaludé la movilidad espermatica en espermatozoides con las diferentes
concentraciones de PFOA. La movilidad espermatica se evalué en un microscopio
invertido a 400x. Se estimo un porcentaje de espermatozoides hiperactivados y de
espermatozoides aglutinados segun (Garner and Hafez, 1993) (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Efecto de diferentes concentraciones de PFOA en la movilidad espermatica en
la capacitacion in vitro.
Moviles Aglutinados Tamano del
(%) (%) aglutinado
Control 88 83 med-gdes
190 uM 86 77 med-peq
478 uM 85 72 med-peq
950 uM 85 60 med-peq

Los datos se presentan como la media (n=5).

En la capacitacion, el porcentaje de espermatozoides moviles fue del 88% y este
vario muy poco al incubar con 190 uM, 478 yM y 950 uM de PFOA (86%, 85% y
85%, respectivamente. PFOA no provocé diferencias en el porcentaje de
espermatozoides moviles; en este grupo se consideraron a los espermatozoides con
movimiento hiperactivado, es decir, un movimiento asimétrico vigoroso con bateo
amplio del flagelo y desplazamiento lateral de la cabeza (Armon and Eisenbach,
2011), el cual es un movimiento caracteristico de la capacitacion y es limitante en el

proceso de fertilizacion.

Respecto a la aglutinacion, se observo un 83% de espermatozoides aglutinados en el
control y este disminuyd hasta 60% con la concentracion de 950 uM de PFOA, asi

como disminucion en el tamafio de los aglutinados de grandes a pequenos.

8.5 Efecto del PFOA en el flujo de Ca*i evaluado con citometria de

flujo.

Se determind el efecto del PFOA en el flujo de Ca*i en espermatozoides sin
capacitar, capacitados y reaccionados con el indicador de Ca?'i Fluo-3 AM con
citometria de flujo. Se adquirieron 20,000 eventos y se analizaron en el programa
Cell Quest. Se determiné el indice de Fluorescencia (IF), el cual resulta del producto
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del porcentaje de células positivas a un marcador especifico y la fluorescencia media
emitida por el indicador fluorescente. ElI IF es un valor que representa la
fluorescencia emitida por una poblacion de células determinadas, es decir, en
espermatozoides marcados con Fluo-3 AM, el IF representa el Ca?'i presente en
espermatozoides no capacitados, capacitados y reaccionados.

Se determinaron 3 regiones en los histogramas generados con el citometro de flujo:
M1, M2 y M3 que corresponden a poblaciones de espermatozoides con emision de
fluorescencia (flujo de Ca?'i) diferente (Figura 11). La regién M1 corresponde a
autofluorescencia o negativo para el fluorocromo, su valor es despreciable y no es
representativo en las graficas; en espermatozoides sin capacitar se observa la
formacién de una sola poblacién de espermatozoides con distribucién de Ca*'i
homogénea y corresponde a la region M2; en espermatozoides capacitados vy
reaccionados se observa la formacion de una nueva poblacién de espermatozoides

con distribucion de Ca®"i diferente a M2, la poblacién M3.
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Poblaciones de espermatozoides M1, M2 y M3 con Fluo-3 AM
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Figura 11. Poblaciones de espermatozoides determinadas con el indicador de Ca*'i Fluo-3 AM
analizados con citometria de flujo. A) Autofluorescencia o control negativo a Fluo-3 AM, B)
control positivo a Fluo-3 AM en espermatozoides sin capacitar, C y D) control positivo a Fluo-3
AM en espermatozoides capacitados y reaccionados. M1, regidon de autofluorescencia o control
negativo, M2 y M3, poblaciones de espermatozoides con diferente flujo de ca®'i.

Se determiné el flujo de Ca*i en espermatozoides control sin capacitar, capacitados
y reaccionados (Cuadro 9, Figura 12). En espermatozoides sin capacitar, se observo
la formacién s6lo de M2 con un IF de 11,022. En espermatozoides capacitados se
observo la formacion de M2 y M3 con un IF de 6,860 y 28,636, mientras que en la RA
se observé un IF de 6,415y 29,131 para M2 y M3, respectivamente.
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Cuadro 9. IF de las poblaciones M1, M2 y M3 de espermatozoides en condiciones control.
M1 M2 M3
(IF) (IF) (IF)
Sin capacitar 95 + 32 11,022 + 2,598 0.00
Capacitacion 90 + 8 6,860 + 442 28,636 = 1,184
RA 162 £ 53 6,415 £ 53 29,131 + 3,293

RA: Reaccién acrosomal, IF: indice de fluorescencia
Los datos se presentan como la media * el error estandar (X + E.E) (n=5).

Poblaciones M1, M2 y M3 en espermatozoides control
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aEM1 mM2 mM3

Figura 12. indice de Fluorescencia (IF) en espermatozoides control sin capacitar, capacitados y
reaccionados, teiiidos con Fluo-3 AM. M1) Autofluorescencia, M2 y M3) poblaciones de
espermatozoides con flujo de Ca®'i diferente. En espermatozoides sin capacitar sélo se forma
M2, la cual es una poblacién de espermatozoides con ca®'i bajo, mientras que en capacitados y
reaccionados se forman las poblaciones M2 y M3, donde M3 representa una poblaciéon de
espermatozoides con incremento de Ca®'i. Los datos se presentan como medias * el error
estandar (X * E.E) (n=5).
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Con base en los resultados obtenidos anteriormente con CTC, donde una muestra
sin capacitar contiene un 91% de células no capacitadas y el analisis con citometria
de flujo en una muestra sin capacitar donde solo presenta una poblacion (M2) con un
IF pequefio (poco Ca®'i), se consideré a M2 como la poblacion espermatica no
capacitada. En ambos eventos, la capacitacion y RA, el espermatozoide requiere del
incremento sostenido de Ca®*i para cumplir con su funcién biolégica. El analisis con
citometria de flujo mostr6 que en espermatozoides capacitados y reaccionados se
forma la poblacién M3 con un IF alto, que representa incremento de Ca?*i, respecto a
la poblacién M2 de los espermatozoides sin capacitar (ver Cuadro 8), se considero a

M3 como la poblacion espermatica de espermatozoides capacitados y reaccionados.

En la capacitacion, el IF en M2 fue de 6,860 y se mantuvo en 5,978, 6,761 y 7,161
con 190, 478 y 959 uM de PFOA, respectivamente sin diferencias significativas. El IF
en M3 fue de 28,636; la incubacion con las tres concentraciones de PFOA mostr6 un
IF de 27,926, 28,039 y 20,116 respectivamente, con diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y 950 uM de PFOA (Cuadro10, Figura 13).

Cuadro 10. Efecto de diferentes concentraciones de PFOA en el Ca?*i de espermatozoides
capacitados in vitro marcados con Fluo-3 AM, evaluados con citometria de flujo.
M2 M3
(IF) (IF)
Control 6,860 + 442 28,636 + 1,184
190 uM 5,978 + 986 27,926 = 1,695
478 uM 6,761 + 558 28,039 + 2,116
950 uM 7,161 + 568 *20,116 = 3,022

RA: Reaccién acrosomal, IF: indice de fluorescencia
Los datos se presentan como la media * el error estandar (X + E.E) (n=5).
*Diferencias significativas vs control (p<0.05)
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Efecto del PFOA en la capacitacion
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Figura 13. indice de Fluorescencia (IF) en espermatozoides capacitados in vitro con PFOA. M2)
grupo de espermatozoides no capacitados, presentan poco ca%i, M3) grupo de
espermatozoides capacitados y reaccionados, presentan incremento de Ca”i. PFOA no induce
cambios en el Ca*'i de la poblacién M2, sin embargo, PFOA induce disminucién del ca®*’ien M3
con la concentracién mas alta. Los datos se presentan como medias % el error estandar (X £
E.E) (n=5). Se analizaron con una ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc

Bonferroni. *Diferencias significativas vs. control (p<0.05).

En la RA el IF en M2 fue de 6,415; la incubacion con PFOA mostré un IF de 7,320,
5,198 y 15,153 con las diferentes concentraciones de PFOA, se observo incremento
significativo con 950 yM de PFOA (Cuadro 11, Figura 14). El IF en M3 fue de 29,131,
cuando los espermatozoides se incubaron con 190, 478 y 950 yM de PFOA, se
observo un IF de 30,358, 32,928, 12,743 con disminucion significativa del IF entre el
grupo control y 950 yM de PFOA.
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Cuadro 11. Efecto de diferentes concentraciones de PFOA en el Ca%*i de espermatozoides
reaccionados in vitro marcados con Fluo-3 AM, evaluados con citometria de flujo.
M2 M3
(IF) (IF)
Control 6,415 + 983 29,131 + 3,293
190 uM 7,320 + 1,145 30,358 + 2,407
478 uM 5,198 + 895 32,928 + 2,879
950 uM *15,153 + 2,762 +12,743 + 1,101

RA: Reaccidn acrosomal, IF: Indice de fluorescencia
Los datos se presentan como la media * el error estandar (X + E.E) (n=5).

*Diferencias significativas vs control (p<0.05), +Diferencias significativas vs control
(p<0.05)

Efecto del PFOA en la RA
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Figura 14. indice de Fluorescencia (IF) en espermatozoides reaccionados in vitro con PFOA.
M2) grupo de espermatozoides no capacitados, presentan poco ca®i, M3) grupo de
espermatozoides capacitados y reaccionados, presentan incremento de Ca®'i. El PFOA a 950

pM induce incremento del Ca*'i en la poblacién M2, mientras que en la poblacién M3 el PFOA
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provocé disminucién del Ca'i, ambos de forma significativa. Los datos se presentan como
medias * el error estandar (X £ E.E) (n=5). Se analizaron con una ANOVA de una via, seguido de
una prueba post hoc Tukey Kramer. *Diferencias significativas vs. control (p<0.05),

+Diferencias significativas vs. control (p<0.05).

8.6 Efecto del PFOA en la viabilidad espermatica evaluado con

citometria de flujo

Paralelo a la evaluacién del flujo de Ca®'i en la capacitacién y RA con PFOA, se
realizo la evaluaciéon del porcentaje de espermatozoides vivos Pl con citometria de
flujo, para comprobar los resultados reportados anteriormente con Eosina-Nigrosina
(Cuadro 12).

Se observo que en espermatozoides sin capacitar el porcentaje de espermatozoides
vivos fue del 91%, cuando se capacitaron se obtuvo una viabilidad del 84% que
disminuy6 a 75, 73 'y 72 % con 190, 478 y 950 uM de PFOA, respectivamente. En la
RA se obtuvo una viabilidad del 70% que se mantuvo en 67, 67 y 70% con las
diferentes concentraciones de PFOA. No se reportaron diferencias significativas

entre tratamientos.

Los resultados anteriores son comparables con los obtenidos con la tincion de E-N,
evaluadas con microscopia de campo claro (ver Cuadro 2). El PFOA no causa dafo
en la viabilidad espermatica incluso en concentraciones muy altas, por lo que, la CLsg
teodrica no es real en condiciones experimentales de la capacitacion y en la RA.
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Cuadro 12. Efecto de diferentes concentraciones de PFOA en la viabilidad de
espermatozoides capacitados y reaccionados in vitro marcados con Pl, evaluados con
citometria de flujo.

Capacitacion RA

(%) (%)
Sin capacitar 91 + 1.78 91 + 1.78
Control 84 + 5.74 70 £ 9.06
190 uMm 75 £ 10.52 67 + 10.44
478 uM 73 £ 12.22 67 + 11.04
950 uM 72 + 6.832 70 + 6.60

RA: Reaccién acrosomal, Pl: Yoduro de propidio
Los datos se presentan como la media + el error estandar (X * E.E) (n=5).
Comparacién multiple no mostré diferencias significativas entre grupos (p<0.05)
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9 DISCUSION

9.1 Determinacion de la CL50

Se determin6 la CLsp con el analizador estadistico Probit con datos de
espermatozoides vivos obtenidos después de la capacitacion con 100, 300 y 600 uM
de PFOA. Inicialmente se utilizaron estas concentraciones porque habian sido
reportadas previamente en estudios de toxicidad con PFOA (Liao et al., 2009; Liu et
al., 2011). Por lo anterior, se determin6 una CLs, tedrica de 954 uM de PFOA, y de
acuerdo con esta, se utilizaron las concentraciones 190, 478 y 950 yM de PFOA
(CLsoss, CLsorz y Clso) para evaluar su efecto en la viabilidad y en el flujo de Ca**i en
la capacitacion y en la RA. Al evaluar la viabilidad de espermatozoides incubados
con estas tres concentraciones de PFOA, se observo que a dosis tan altas como la
de 950 uM de PFOA no es suficiente para matar la mitad de la poblacion
espermatica, ya que con 950 yM de PFOA se obtuvo un 80% de espermatozoides
vivos mientras que en la RA se reportaron el 75% de espermatozoides vivos. Una
explicacion de la viabilidad a altas concentraciones de PFOA, es que éste sea
secuestrado por la albumina del medio, la cual es una molécula blanco de los
compuestos perfluorados (Bischel et al., 2010; Chen et al., 2012; MacManus-Spencer
et al., 2010). La albumina posee tres dominios (I-1ll) cada uno compuesto por dos
subdominios (A y B). Se ha observado que los compuestos perfluorados tienden a
unirse a las regiones hidrofobicas localizadas en los dominios lIA y IlIA (Sudlow et
al., 1976) a través de la formacion de complejos PFC’s-BSA unidos por puentes de
hidrogeno y fuerzas de Van der Waals (Chen et al., 2015). Ademas, se ha reportado
que la unioén de la albumina a compuestos perfluorados disminuye el potencial toxico
dentro del organismo (Jones et al., 2003). Ya que en la capacitacion espermatica in
vitro se requiere suplementar al medio TALP-HEPES con 6 mg/mL de BSA, es
posible que el PFOA se haya unido con la BSA y los efectos toxico-letales en el

espermatozoide se inhibieron durante la capacitacion espermatica.

95



Ademas de la albumina, se ha reportado que la presencia de Ca?* en el medio de
cultivo de neuronas favorece el transporte de PFOA y PFOS a través de la
membrana plasmatica, potencializando asi la toxicidad de estos compuestos
perfluorados; asimismo, el incremento excesivo de Ca®* provoca dafio oxidativo
mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Liu et al., 2011). Al
igual que la BSA, el medio TALP-HEPES contiene Ca** en forma de CaCl,2H-0, el
cual es indispensable para una capacitacion y RA exitosa, sin embargo, en este
estudio no se observaron efectos toxicos del PFOA en la viabilidad espermatica en la
capacitacion y RA. Se sugiere realizar un estudio a fondo del dafo oxidativo
provocado por PFOA en el espermatozoide.

9.2 Determinacion de la CICsg

En este estudio también se evalué la capacitacion de espermatozoides con CTC. La
CTC es una molécula fluorescente que se une a cationes divalentes, como el Ca®",
Mg®, Sr** y Zn*, que permite el andlisis de la estructura de las membranas
plasmaticas de acuerdo con la distribucion de los cationes en la superficie de
membrana (Caswell y Hutchison, 1971). La union de la CTC a las moléculas de la
membrana plasmatica del espermatozoide, en especifico el Ca®*, muestra una
distribucion caracteristica del estado fisiolégico del espermatozoide, ya sea no
capacitado, capacitado o reaccionado (Ward y Storey, 1984).

En este trabajo se reportan cinco patrones de fluorescencia que coinciden con los
reportados anteriormente (Figura 7) (Caswell y Hutchison, 1971; Kwon et al., 2014).
La evaluacion con CTC mostré que la capacitacion se mantiene en un porcentaje alto
con las diferentes concentraciones de PFOA, sin diferencias estadisticamente
significativas, al igual que el porcentaje de espermatozoides reaccionados
espontaneamente (es decir, aquellos espermatozoides que reaccionaron sin un
estimulo como la progesterona) no cambi6 en presencia del PFOA (ver Cuadro 3 y
4). El PFOA no causo alteraciones en la capacitacion y RA visibles con CTC, por lo

que no se logré determinar una CICsp. La CTC es una técnica util en la evaluacion
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del estado fisiologico del espermatozoide, sin embargo, no brinda informacion
suficiente del flujo de Ca*i durante la capacitacion y RA, por lo cual se utilizé un
indicador de Ca?"i fluorescente, el Fluo-3 AM.

9.3 Efecto del PFOA en el flujo de Ca?'i evaluado con microscopia de

epifluorescencia

El Fluo-3 AM es un indicador de Ca*'i, permeable a la membrana plasmatica de
células viables que emite fluorescencia sélo en presencia de Ca?*. La molécula de
Fluo-3 AM es un éster acetoximetil que puede pasar libremente a través de la
membrana plasmatica, dentro de la célula una estereasa no especifica hidroliza el
éster y libera al Fluo-3. Esta es una molécula que no fluoresce por si sola, sino que
requiere de la unién con Ca?* para emitir una fluorescencia; la longitud de excitacion
es de 506 nm, mientras que la de emision es de 525 nm (Bonet et al., 2006). El uso
del Fluo-3 AM permiti6 la identificacion de 5 patrones de tincion en los
espermatozoides. De acuerdo con los porcentajes obtenidos en condiciones control
con espermatozoides sin capacitar, capacitados y reaccionados (ver Cuadro 5), se
consideraron a los patrones 1, 2 y 3 como espermatozoides no capacitados, al patron
4 como espermatozoides capacitados y al patrdn 5 como espermatozoides
reaccionados (ver Figura 8).

Al igual que los espermatozoides, algunas células somaticas, como las neuronas,
requieren del incremento de Ca?*i para cumplir con sus funciones bioldgicas, como la
transmision sinaptica y el crecimiento neuronal (Berridge et al, 2003). Se ha
reportado que PFOS y PFOA inducen el incremento de Ca?'i a través de la apertura
de canales de Ca* Tipo-L que se activan por cambios en el potencial de membrana
(Liao et al., 2008). Durante la capacitacion y RA del espermatozoide uno de los
principales eventos es el incremento de Ca®i. En la capacitacion, el Ca** es
importante para activar las cascadas de sefalizacion que dan como resultado cambio
en la permeabilidad de la membrana, hiperactivacion del flagelo, fosforilacion de

proteinas y cambios en la distribucion de las moléculas en la membrana que
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permiten el reconocimiento y fusion con el ovocito, mientras que en la RA se
requiere del Ca®* para la fusién de la membrana plasmatica con la membrana

acrosomal externa y la liberacion de las enzimas acrosomales (Breitbart, 2002)

De acuerdo con estos patrones de fluorescencia se determiné que la presencia de
PFOA en el proceso de capacitacion, induce la disminucién del porcentaje de
espermatozoides capacitados (patrén 4) y el incremento del porcentaje de
espermatozoides reaccionados (patrén 5), de forma significativa en ambos eventos.
Es probable que PFOA permiti6 que los espermatozoides se capacitaran y que,
eventualmente, reaccionaran de forma acelerada o temprana; esto ultimo apoyado
en que se observo disminucion del porcentaje de espermatozoides capacitados
debido a que muchos de ellos ya estaban reaccionados. Es probable que PFOA
provoco la aceleracion del proceso de RA con base a que la induccion de la RA con
progesterona en condiciones in vitro provoca la exocitosis acrosomal del 30% de
espermatozoides de cerdo, mientras que la incubacion con PFOA provoco la RA del
49% de los espermatozoides. Es probable que PFOA, de alguna forma, favorezca el
incremento sostenido de Ca®'i que provoca que las células pasen de un estado
capacitado a uno reaccionado, sin embargo la pérdida espontanea o acelerada del

acrosoma podria comprometer el proceso de fertilizacion.

Los espermatozoides poseen una gran variedad de canales ionicos, que incluyen al
canal de Ca®" Tipo-L. Este es un canal dependiente de voltaje alto que abre con
fuertes despolarizaciones de la membrana; el canal de Ca?* Tipo-L participa en el
incremento de Ca® en la capacitacion y RA (Darszon et al., 2005). Con base en
nuestros resultados, es posible que PFOA participe en el proceso de capacitacion y
RA a través de la activacion de los canales de Ca?* Tipo-L, debido a cambios en el
potencial de membrana, povocados por la presencia de PFOA, que permiten el influjo
del Ca®* requerido para completar estos procesos .

Adicional a los canales de Ca®" Tipo-L, existen otros canales de Ca?* que se activan
por cambios en el potencial de membrana y que podrian verse estimulados por la
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presencia de PFOA. Uno de los canales de Ca* principales en el espermatozoide es
el canal CatSper. Los canales CatSper se ubican en la pieza principal del flagelo y se
considera que son primordiales en la capacidad fertilizante del espermatozoide. En
raton, los canales CatSper se activan por voltaje bajo, mientras que en humanos se
requiere de mayor voltaje para activarse, si se compara con el voltaje que requieren
los espermatozoides de raton (Miller et al., 2015). CatSper podria activarse por los
cambios en el potencial de membrana provocados por PFOA, sin embrago, hasta el
afio 2015 solo se habian identificado a los canales CatSper en humanos y ratones,
por lo que es controversial si PFOA podria afectar a nuestro modelo bioldgico, el
espermatozoide de cerdo.

Otros canales de Ca®" en el espermatozoide de mamifero que se activan por cambios
en el potencial de membrana son los canales de Ca®* regulados por voltaje (Cay) que
inducen el incremento de Ca®*i y pueden activarse por voltaje alto (HVA) o por voltaje
bajo (LVA) (Darszon et al., 2005). Asimismo, los canales de Ca?* Tipo-L son canales
dependientes de voltaje que se activan por voltajes negativos de la membrana
(desde -40 a -60 mV) que son provocados por factores capacitantes como la
albumina; estos canales participan en el influjo de Ca?'i en la capacitacion y RA
(Espinosa et al., 2000).

Ademas de los canales de Ca*, existen otros canales ionicos dependientes de
voltaje que regulan la entrada de Ca®" de forma indirecta. Uno de ellos es canal de
protones regulado por voltaje (Hv1), el cual se activa por despolarizacion de la
membrana y, se encarga de bombear protones hacia el exterior de la célula que
provoca el incremento del pH intracelular e induce la activacion de CatSper (Miller et
al., 2015). Asimismo en ratones, el canal de potasio especifico del espermatozoide
SLO3 controla la entrada de Ca** a través de la activacién de CatSper. El canal
SLO3 al igual que CatSper se activa por incremento del pH intracelular y abre por
despolarizacion de la membrana. La activacion de SLO3 provoca la salida de K" del
medio intracelular que provoca el incremento del pH intracelular que termina

activando a CatSper e induce la hiperpolarizacién de la membrana carcateristica de
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la capacitacion espermatica (Chavez et al, 2014). Por ultimo los canales
intercambiadores de Na*/HCOj3 (NBC) y el transportador de Na*/H" (SNHE) también
son dependientes de voltaje, participan en la alcalinizacion del pH intracelular que
termina con la activacion de los canales CatSper y SLO 3 y, promueven la
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica en la capacitacion (Brenker et al.,
2014; Chavez et al., 2014).

Se ha reportado que dosis de 30 a 300 uM de PFC’s, como PFOA y PFOS, son
suficientes para inducir el incremento de Ca®i en cultivos de neuronas del
hipocampo debido a la liberacién del Ca®* de sus almacenes celulares. A pesar de
que el mecanismo de liberacion del Ca®* de los almacenes de la célula no son claros,
se demostré6 que PFOS y PFOA inducen la liberacién de Ca?* a través de la
activacion del IPsRs y RyR, los cuales son dos receptores importantes en la
movilizacién de Ca®* de los almacenes de las células somaticas (Liu et al., 2011). El
espermatozoide posee almacenes de Ca** que se encuentran en: 1) el acrosoma
(participa en la exocitosis acrosomal), 2) cuello y pieza media (participa en la
regulacion flagelar e hiperactivacion) y 3) la membrana nuclear (Costello et al., 2009).
Los espermatozoides poseen IP3;Rs y RyRs en las membranas de sus almacenes de
Ca* que cuando se activan por su propio ligando (IPs y rianodina), cambios en el
potencial de membrana, metabolitos u otros segundos mensajeros, provocan la

movilizacion del Ca®* de las reservas intracelulres (Costello et al., 2009).

En la RA, la interaccion del espermatozoide con la ZP y progesterona del ovocito
activan a receptores de membrana que activan a PLCpB, la cual es la enzima que
hidroliza a PIP,, un fosfolipido de la membrana plasmatica, para formar IP3y DAG. La
unién de IP3 a su receptor en la membrana acrosomal del espermatozoide induce la
movilizacién del Ca®'i almacenado (Breitbart, 2002). Otro mecanismo involucrado en
el incremento de Ca*'i es a través de la activacion de los canales de Ca®* operados
por el almacén (SOC, siglas en inglés) en donde la pérdida o salida de Ca®* de los
almacenes intracelulares activan a los canales SOC de la membrana del

espermatozoide e inducen el influjo sostenido de Ca®* extracelular; asimismo durante
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la RA, al igual que en la capacitacidon, se activa el canal de Ca* dependiente de
voltaje Cay, que permite la entrada constante de Ca?* durante la RA (Beltran et al.,
2016). Por otro lado el RyRs puede ser activado por el mecanismo de liberacion de
Ca?* inducido por Ca*" (CICR, siglas en inglés), el cual moviliza el Ca®* almacenado
mediante el estimulo con pequefia cantidad de Ca®* extracelular y ADP ribosa ciclica
(Wilding y Dale, 1997).

Por otra parte, se ha reportado que en neuronas el incremento de Ca?'i provocado
por el PFOA causa daino oxidativo a través de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Liu et al., 2011). A diferencia de las neuronas, en espermatozoides
la produccion de ROS en cantidades fisiologicas activan cascadas de sefializacion
que regulan la maduracion espermatica, la capacitacion y RA (Gangwar y Atreja,
2015; O’Flaherty, n.d.). Se ha reportado que la inhibicion de ROS disminuye la
fosforilacion de tirosinas de proteinas asociadas en la vaina fibrosa del flagelo, como
son las proteinas ancladas a cinasa A (AKAP) PKA, por lo cual, la produccién de
ROS se asocia al movimiento hiperactivado en la capacitacion. No obstante, la
sobreproduccion de ROS se asocia a fallas en las rutas metabdlicas, peroxidacion de
lipidos y dafio al ADN que provoca pérdida de la movilidad y compromete viablidad
espermatica (Plessis et al., 2015). Es posible que la presencia de PFOA induzca la
capacitacion y RA a traveés de la produccién moderada de ROS. Es necesario realizar
las investigaciones pertinentes para determinar el efecto del PFOA en la produccién
de ROS y su participacion de la capacitacion y RA.

Con base en lo anterior, es posible que PFOA mantenga el proceso de capacitacion
y favorezca la RA espontanea e inducida a través del incremento de Ca?'i que se
regula por diversos mecanismos que incluyen: cambios en el potencial de
membrana, activacion del canal de Ca®* Tipo-L, movilizacion del Ca®'i de los
almacenes intracelulares del espermatozoide a través de la activacion de los IPsR y
RyRy, la produccion de ROS.
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94 Efecto del PFOA en la movilidad de espermatozoides capacitados

Se observé que el PFOA provoco disminucion del porcentaje y del tamafo de
aglutinados de manera dosis-dependiente (ver Cuadro 8). Para que los
espermatozoides puedan fertilizar al ovocito, se requiere que los espermatozoides
aglutinados en la capacitacion sean capaces de liberarse del aglutinado y moverse
solos (Monclus y Fornes, 2016). Como se mencioné anteriormente, es posible que
PFOA incremente la [Ca®'i] en la capacitacidn a través de la activacién de canales de
Ca*'y, ya que la aglutinacion y desaglutinacion de los espermatozoides requiere de
Ca?"i, es posible que PFOA favorezca la disgregacion de los espermatozoides de
manera dosis dependiente; a 950 yM de PFOA es mas evidente la disgregacion de
los aglutinados y el desplazamiento de los espermatozoides hiperactivados en
grupos pequenos.

Se ha observado que paralelo a los cambios en la movilidad espermatica
(hiperactivacion), la fosforilacion de proteinas y en la distribucion de los componentes
de la membrana plasmatica, la aglutinacion (usualmente de tipo cabeza-cabeza) es
otro de los eventos relacionados con la capacitacion espermatica (Harayama et al.,
1994). Nuevamente, el Ca®* es fundamental para la aparicion de este evento en la
capacitacion espermatica. En reportes previos se observd que el porcentaje de
espermatozoides de cerdo aglutinados en medio de bicarbonato Krebs-Ringer
modificado (MKRB) incrementa en presencia de Ca®* y HCOs de manera dosis
dependiente y que ademas, el uso de queladores provoca disminucidn de la
aglutinacion; sin embargo, el efecto inhibidor de los queladores se revierte con el uso
de AMPc o dibutril AMPc, un agonista de AMPC. El Ca?* extracelular, al igual que el
Ca?'i liberado de los almacenes espermaticos induce la aglutinacion espermatica
(Harayama et al., 2003, 2000, 1998). De igual forma, la adicion de albumina sérica de
porcino (PSA), de bovino (BSA) o metil-beta-ciclodextrina (MBC), un aceptor de
colesterol, favorecen el incremento del porcentaje de espermatozoides aglutinados a

través de la activacion de los canales de Ca® membranales. Al igual que los
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queladores de Ca®* y HCOg', la adicion de antagonistas de AMPc o H-89, un inhibidor
de PKA, provocan disminucion de la aglutinacion (Harayama et al., 2000).

Ademas de las moléculas que soportan o favorecen la capacitacion, la aglutinacion
de espermatozoides de cerdo se asocia a proteinas conocidas como anti-aglutininas,
que son proteinas que se producen en el cuerpo y cola del epididimo principalmente,
y se adicionan al espermatozoide durante la maduracion epididimaria y, en la
eyaculacion en el fluido seminal (Harayama et al., 1994). En el espermatozoide, las
anti-aglutininas se localizan en la regiébn acrosomal y ecuatorial y, evitan que el
espermatozoide se aglutine mientras se encuentran en el tracto reproductor
masculino. Sin embargo, durante la capacitacion las anti-aglutininas se liberan de la
membrana del espermatozoide por efecto de los factores capacitantes y se induce la
aglutinacion espermatica de tipo cabeza-cabeza (Harayama y Kato, 2001).

El mecanismo de sefalizacion de la aglutinacion no es claro, sin embargo, se
considera que la aglutinacién de espermatozoides de cerdo también es un marcador
de capacitacion y se regula por factores que inducen la capacitacién, como el Ca?*,
aceptores de esteroles (albumina y ciclodextrinas), HCO3;  y a la activacién de
cascadas de sefnalizacion reguladas por AMPc (Harayama, 2013, 2013, Harayama et
al., 2003, 2000, 1998, 1994; Harayama y Kato, 2001).

Se requiere realizar ensayos adicionales para evaluar a detalle la aglutinacion
espermatica en la capacitacion con las diferentes concentraciones de PFOA, y en
diferentes momentos durante el transcurso de las 4h de capacitacion para confirmar
nuestras observaciones. Se sugiere realizar la técnica propuesta por Harayama
(Harayama et al., 1994) para determinar porcentaje de espermatozoides aglutinados
y tipo de aglutinacion.

Uno de los eventos de la capacitacion es la adquisicion de la movilidad hiperactivada
que se caracteriza por el bateo del flagelo de forma asimétrica y vigorosa, amplitud
en el desplazamiento lateral de la cabeza y trayectoria erratica o circular (Armon y
Eisenbach, 2011; Ho y Suarez, 2001; Suarez y Ho, 2003). La hiperactivacién es

63



importante en el proceso de fertilizacidn porque permite al espermatozoide moverse
a través del microambiente viscoso del oviducto y penetrar la ZP (Armon y
Eisenbach, 2011). En mamiferos, el movimiento hiperactivado se regula por la
homeostasis idnica flagelar y la produccién de ATP; nuevamente el Ca®* es de gran
importancia en la regulacion del movimiento del flagelo. El principal canal idnico
especifico de espermatozoides involucrado en el incremento continuo de Ca* en el
flagelo es el canal CatSper que se encuentra en la pieza principal del flagelo y se
activa por cambios en el voltaje de la membrana, causado por el incremento del pH
intracelular debido a la salida de protones. La activacion de CatSper, ademas de
regularse por cambios en el potencial de membrana, se activa por glicoproteinas de
la ZP, fosforilacion en tirosinas de proteinas del flagelo y progesterona (Gangwar y
Atreja, 2015). Se ha observado que la pérdida de la expresidn del gen CatSper1 o el
dafio en cualquiera de sus 7 subunidades causa una completa infertilidad debido a la
falta de hiperactivacion del flagelo (Miller et al., 2015; Ren et al., 2001; Ren and Xia,
2010).

Respecto a la hiperactivacion, en la capacitaciéon espermatica con las diferentes
concentraciones de PFOA no se observaron cambios en el porcentaje de
espermatozoides hiperactivados, los cuales se mantuvieron en un porcentaje alto
desde 88% en el control a 85% con 950 yM de PFOA (ver Cuadro 8). Como se ha
indicado previamente, existe evidencia reportada por otros autores que indican que
PFOA favorece el incremento del Ca®'i, a través de diversos mecanismos; el Ca®* es
indispensable para la hiperactivacion del espermatozoide, por lo que no se
observaron disturbios en la adquisicion de la movilidad hiperactivada, sin embargo,
se sugiere realizar investigaciones respecto a la hiperactivacion, como lo es,
fosforilacion de proteinas del flagelo y un analisis cuantitativo del movimiento
individual de los espermatozoides con un analisis computarizado (sistema CASA),
con el fin de comprender el rol del PFOA en la hiperactivacion.
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9.5 Efecto del PFOA en el flujo de Ca*i evaluado con citometria de

flujo.

A diferencia de la microscopia de epifluorescencia, donde se determind la
distribucién de Ca?'i del espermatozoide, la evaluacién con citometria de flujo
permitié determinar, cuantitativamente, el efecto del PFOA en el flujo de Ca**ien la
capacitacion y en la RA de una gran cantidad de espermatozoides (20,000), a traves
de la medicion del indice de fluorescencia (IF), que proporciona un valor
representativo del Ca®'i en el espermatozoide. El andlisis con citometria de flujo
ofrece la posibilidad de evaluar varios parametros de forma simultanea y cuantitativa
en células individuales, dentro de grandes poblaciones de células mediante el uso de
indicadores fluorescentes; los resultados obtenidos son representativos y con menor

variabilidad entre ellos.

Se determinaron dos poblaciones espermaticas positivas a Fluo-3 AM: M2 y M3.
Existe una tercera poblacién, M1, que no se consideré en el analisis debido a que es
la poblacion negativa a Fluo-3 AM o autofluorescencia de espermatozoides sin tefiir.
Se consideré a M2 como la poblacion de espermatozoides sin capacitar, con base en
que fue la unica poblacion que se detectdé en una muestra de espermatozoides sin
capacitar (Figura 11) y en que el IF es pequefio (11,022) si se compara con el IF de
las poblaciones formadas en espermatozoides capacitados y reaccionados (ver
Cuadro 9). En controles de capacitacion y RA, ademas de la formacion de la
poblacién M2, se formé la poblacion M3, con un IF de 28,636 en la capacitacion y un
IF de 29,130 en la RA, que pueden considerarse altos si se compara con el IF de M2
de 11,022 de una muestra sin capacitar. En este caso, se consider6 a M3 como la
poblacién de espermatozoides capacitados y reaccionados.

En la capacitacion espermatica con las diferentes concentraciones de PFOA se
observo disminucidn del IF en M3 desde 28,636 en el control a 20,116 con 950 uM
de PFOA (ver Cuadro 10). Con base a los resultados anteriores, y considerando que
con microscopia de epifluorescencia se observd que el porcentaje de
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espermatozoides capacitados disminuye significativamente con 950 uM de PFOA
debido al incremento del porcentaje de espermatozoides reaccionados de forma
espontanea, los resultados, con ambas técnicas indican que el incremento de Ca?i
inducido por PFOA provoca que los espermatozoides pasen de un estado capacitado
a uno reaccionado, debido a la liberacién del Ca®* de los almacenes intracelulares

del espermatozoide, principalmente el acrosoma.

En la RA se observa un comportamiento similar a la capacitacion (ver Cuadro11). La
RA con las diferentes concentraciones de PFOA mostré disminucion del IF en M3
desde 29,130 en el control a 12,742 con 950 uM PFOA de manera significativa. Con
base en los resultados obtenidos con microscopia de epifluorescencia con Fluo-3
AM, donde se observo un incremento significativo del porcentaje de espermatozoides
reaccionados (49%) a 950 uM de PFOA, se determind que el estimulo producido por
la presencia de progesterona en el medio mas el efecto del PFOA en el flujo de Ca?
“‘potencializan” o “favorecen” la RA, de tal forma que se observd una disminucion del
IF en la RA, debido a la pérdida de los almacenes de Ca*" intracelulares (acrosoma,
principalmente). Un resultado interesante en la RA fue el incremento del IF en M2
con 950 uM de PFOA; no se consideraron espermatozoides sin capacitar, como se
habia establecido en un principio, porque el IF en espermatozoides control en M2 en
la RA fue de 6,414, mientras que con 950 uM incrementd a 15,153. Es posible que el
PFOA provoco en esa poblacion atraso o retardo en el proceso de capacitacion y RA,
de tal forma que el Ca?i no incrementd lo suficiente como para alcanzar el IF
reportado en M3, es decir, se trata de una poblacion diferente a la observada en M2
que esta en vias de capacitacion o RA. Se sugiere realizar ensayos adicionales para
comprender el efecto de PFOA en la poblacion M2 durante la RA con altas
concentraciones de PFOA.
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9.6 Efecto del PFOA en la viabilidad espermatica evaluado con

citometria de flujo.

Paralelo a la evaluacién del Ca?'i con citometria de flujo, se realizo la evaluacién de
la viabilidad con Yoduro de propidio (IP). El IP es un colorante fluorescente que tifie
acidos nucleicos; es util en la identificacion de células no viables o en procesos
temprano de apoptosis. Se observdé que el PFOA no provocd disminucion de la
viabilidad en ambos procesos; la viabilidad se mantiene entre 72% y 73% en la
capacitacion y entre 67% y 70% en la RA con las tres concentraciones de PFOA.
Entre las ventajas que ofrece la evaluacion con citometria de flujo es que proporciona
datos precisos en una gran cantidad de células; el analisis en una poblacion grande
de células (20,000 células) disminuye la variabilidad de los datos. Los resultados
obtenidos con IP son comparables con las viabilidades reportadas con eosina-
nigrosina donde la viabilidad se mantiene entre 80% y 87% en la capacitacién y entre
75% y 84% en la RA con las diferentes cocentraciones de PFOA. Las dos
evaluaciones, microscopia de campo claro y citometria de flujo, indican que PFOA no
compromete la viabiliad de los espermatozoides inclusive con concentraciones muy
altas de PFOA.

Con base a lo reportado previamente de PFOA y a lo observado en las diferentes
evaluaciones espermaticas en la capacitacion y RA en este trabajo, PFOA tiene la
capacidad de inducir incremento de Ca®'i posiblemente a través de diversas vias,
una de ellas podria ser la activacion canales de Ca*i Tipo-L, que incrementan el
influjo de Ca®* extracelular y que a su vez, este Ca®* estimula la liberacion del Ca®'i
de las reservas de Ca®* intracelulares; por otro lado, PFOA podria provocar cambios
en el potencial de membrana que puede activar a los IPsR y RyR, la activacion de
ambos receptores son importantes en la movilizacién del Ca?* de los almacenes de
Ca?* en el espermatozoide (Liu et al., 2011). En la capacitacion, el posible cambio en
el potencial de membrana, el influjo de Ca®" extracelular y la produccién de ROS
provocadas por el PFOA, podrian activar las vias de sefalizacion involucradas en la
capacitacion y predisponer de forma acelerada o prematura la RA.
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El movimiento hiperactivado y la aglutinacion son eventos dependientes del
incremento de Ca?*i, que aparentemente, se favorecieron con el PFOA. En la RA uno
de los eventos principales es el incremento de Ca**i provocado por la movilizacién de
Ca*" de los almacenes intracelulares (Breitbart, 2002); en condiciones in vitro, la
movilizacién de Ca®'i es inducida por la presencia de progesterona que activa a PLC
que produce a IP3 y puede unirse a su receptor en la membrana del acrosoma y
demas almacenes intracelulares del espermatozoide, sin embargo, PFOA puede
activar a IPsR y RyR por cambios en el potencial de membrana e inducir la RA de
forma espontanea, es decir, sin el estimulo de progesterona, glicoproteinas de la ZP,
ionéforos Ca®* o algun otro inductor de la RA. Los resultados con citometria de flujo,
demuestran que PFOA participa en la liberacion del Ca®** de los almacenes
intracelulares del espermatozoide, que se refleja en la disminucién del Ca®'i en la

capacitacion y RA con PFOA.

El diagrama presentado en la Figura 15 se muestra como el PFOA podria inducir el
incremento de Ca®'i en la capacitacion; mientras que en la Figura 16 se muestra su
posible efecto del PFOA en la RA.
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Espermatozoide

Pieza principal Pieza media

Hiperactivacién

l

CAPACITACION

Figura 15. Posible participacion de PFOA en el incremento de Cca®'i en capacitacion
espermatica. La albumina sérica de bobino (BSA) del medio extracelular puede formar
complejos con PFOA, que podrian inhibir el efecto téxico del PFOA. El PFOA por ser una
molécula anfifilica podria atravesar libremente la membrana plasmatica y provocar diversos
efectos (ver mas adelante). El PFOA puede provocar cambios en el potencial de membrana que
podria activar diferentes canales ionicos dependientes de voltaje (sefialados con flechas rosas)
como el cotransportador de Na’/HCO; (NBC), el canal de potasio especifico de
espermatozoides (SLO3) y el canal de protones regulado por voltaje (Hv1), estos ultimos
provocan incremento del pH intracelular (pHi) y cambios en el potencial de membrana que
inducen la activacion del principal canal de Ca®, CatSper que mantiene el influjo sostenido de
Ca” durante la capacitacion; asimismo PFOA podria inducir el influjo de Ca” extracelular a
través de la activacion del Ca* regulado por voltaje tipo-L (L-VGCC). Durante la capacitacién
espermatica el incremento del pHi y de Ca®'i activan a adenilato ciclasa soluble (sAC) que
produce a adenosin monofosfato ciclico (AMPc) que junto con guanosin monofosfato ciclico
(GMPc) activan al canal de ca® regulado por nucleoitidos ciclicos (CNG), el cual también
permite el influjo de Ca® extracelular; este ultimo activa al canales idnico regulados por

nucleétidos ciclicos activados por hiperpolarizacién (HCN). AMPc activa a la proteina cinasa A
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(PKA) que se encuentra en ligado a la proteina de anclaje a proteina cinasa A (AKAP) y
participan en la fosforilacion de proteinas cinasas de tirosinas (PTK), la cual forsforila en
residuos de tirosinas de proteinas involucradas en el movimiento hiperactivado en la
capacitacion; de igual forma PKA participa en la activacion de CatSper. Por otra parte, la
mitocondria en la capacitacion produce especies reactivas de oxigeno (ROS), asimismo PFOA

a través del incremento de Ca*, podria favorecer la produccién de ROS y favorecer la

capacitacion mediante la fosforilaciéon de proteinas. Modificado de (Rahman et al., 2014).

Ca?*, Na* /

Ca** -

SOC

Figura 16. Posible participacion de PFOA en el incremento de Ca®ien la RA. En la RA la unién
de la ZP3 a su receptor induce el incremento del pH intracelular (pHi) y de Ca**i a través de la
activacion de los canales de Ca®** dependientes de voltaje (Ca,) que mantienen el influjo de ca®
extracelular sostenido en la RA. El PFOA podria activar diversos canales idnicos dependientes
de voltaje a través de cambios en el potencial de membrana como al canal Cav y canales de
Na' (sefalados con flechas rosas). Asimismo el incremento de ca®i y la activaciéon de la
proteina G, activan a PLC que hidroliza a fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;) para producir

inositol trifosfato (IPs;) y diacilglicerol (DAG). IP; se une a su receptor (IP;R) en la membrana
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acrosomal externa e induce la movilizacién del Ca*i almacenado en el acrosoma; de igual
forma, PFOA podria activar al IP;R y al receptor de rianodina (RyR) a través de cambios en el
potencial de membrana e inducir el incremento de Ca*'i debido a la salida de Ca®* del acrosoma
y a la activacion de los canales de Ca®'i operados por el almacen (SOC). A su vez, el
incremento de Ca”'i activa a las proteinas involucradas en la fusion de membranas en la RA
como las proteinas SNARE. Las concentraciones bajas de Ca®* dentro del acrosoma se regulan
por la ATPasa de Ca” del reticulo endoplasmatico (SERCA) que mantiene el influjo de ca*
hacia dentro del acrosoma durante el proceso de RA. Modificado de (Darszon et al., 2011).
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10 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que altas concentraciones de
PFOA no comprometen la viabilidad espermatica en el proceso de capacitacion y RA
in vitro. Sin embargo, se observo que inclusive en altas concentraciones, el PFOA
favorece el incremento de Ca®i que se refleja en el mantenimiento de un alto
porcentaje de espermatozoides capacitados y reaccionados evaluados con CTC;
concentraciones altas de PFOA permiten la hiperactivacién de una gran poblacion de
espermatozoides y la disgregaciéon de los aglutinados formados en condiciones
control. La evaluacién con indicador de Ca*i Fluo-3 AM con microscopia de
epifluorescencia mostré que PFOA provoca disminucion del porcentaje de
espermatozoides capacitados debido a un incremento en el porcentaje de
espermatozoides reaccionados, es decir, PFOA induce la RA espontanea y favorece
la RA inducida. Del mismo modo, la evaluacién con citometria de flujo demostré que
altas concentraciones de PFOA provocan disminucion en el Ca*i, tanto en la
capacitacion como en la RA, debido a la perdida de los acrosomas en la RA
espontanea e inducida, provocados por la movilizacion del Ca®'i de los almacenes

intracelulares del espermatozoide.

En células somaticas, la acumulacién de Ca?* por influjo extracelular y por la
liberacion interna de los almacenes, puede causar disfuncion celular; la célula
requiere de mecanismos de regulacion de la concentracion idnica que mantengan la
funcionalidad celular. En el caso de los espermatozoides, el incremento de Ca*'i
provocado por PFOA estimulo la capacitacion y RA de los espermatozoides, inclusive
con concentraciones que resultarian letales para otras células, sin embargo, el
incremento de la RA espontanea e inducida es posible que comprometa la capacidad
fertilizante del espermatozoide al perder de forma temprana las enzimas involucradas

en la fertilizacion del ovocito.
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11 PERSPECTIVAS

En este trabajo se propone que PFOA incrementa el Ca?'i mediante la liberacién de
Ca* de los almacenes intracelulares a través de la activacion de IPsr y RyR. Se
sugiere realizar un estudio a fondo de los canales i6nicos involucrados en el
incremento de Ca?'i, que incluyen canales de membrana plasmatica y de almacenes

intracelulares en el acrosoma, mitocondria y membrana redundante nuclear.

La aglutinacion es un proceso que depende de factores capacitantes como la BSA,
Ca?*, HCOs y cascadas de sefalizacién reguladas por AMPc, sin embargo, el
mecanismo de sefalizacion no es comprendido por completo. En este trabajo se
observaron cambios importantes en la aglutinacion, sin embargo, seria conveniente
describir las caracteristicas de la aglutinacion espermatica, como el tipo de
aglutinacion (p.e. cabeza-cabeza, cabeza-flagelo), porcentaje de espermatozoides
aglutinados, tamafio y por tanto proteinas involucradas.

La capacitacion y RA son eventos complejos que pueden ser evaluados en diversos
niveles. Se sugiere realizar evaluaciones adicionales a las realizadas en este
proyecto que comprueben el efecto del PFOA en ambos procesos, que incluyen:
cambios en el potencial de membrana, cambios en el pHi, participacién de ROS en la
induccion de la capacitacion y RA, fosforilacion de tirosinas de proteinas y

polimerizacion y despolimerizacién de actina.

Se observd que PFOA no compromete la viabilidad espermatica e induce la
capacitacion y RA, no obstante, no se conoce si los espermatozoides tratados con
PFOA son capaces de fertilizar un ovocito. Se propone realizar experimentos de
fertilizacion in vitro que comprueben la capacidad fertilizante del espermatozoide

después de la capacitacion con altas concentraciones de PFOA.
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