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RESUMEN 

En la actualidad, la infertilidad asociada a factores masculinos conforma aproximadamente 

un 50% de los casos reportados, siendo una de las principales causas el factor químico, 

como son la exposición a diversos medicamentos, pesticidas, tóxicos ambientales y 

sustancias de uso recreativo. 

Dentro de la categoría de factores químicos, se encuentran los compuestos perfluorados, 

que son químicos tóxicos, sintéticos, de difícil degradación y bio-acumulativos. A pesar de 

estar catalogados como “Químicos orgánicos persistentes” por la Convención de Estocolmo, 

estos compuestos se siguen produciendo masivamente y son empleados en productos de 

uso cotidiano. Algunos de estos compuestos ya han sido evaluados en diversos organismos 

y líneas celulares con la finalidad de conocer los efectos negativos asociados con su uso, 

no obstante, su efecto sobre los procesos fisiológicos de los espermatozoides antes de la 

fertilización no ha sido descrito. Debido a lo anterior, este trabajo se centró en analizar los 

efectos tóxicos y las alteraciones fisiológicas causadas por los compuestos sulfonato de 

perfluorooctano (PFOS) y sulfonato de perfluorohexano (PFHxS), en los espermatozoides 

de cerdo durante el proceso de capacitación in vitro. 

La capacitación espermática se realizó en medio TALP-HEPES, suplementado con piruvato 

y BSA. Los valores para la concentración letal media fueron de 460.55 μM para PFOS y 

1930.60 μM para PFHxS. Los resultados obtenidos por medio de la tinción con 

clortetraciclina, evidenciaron que PFOS ocasiona una alteración en los patrones de Ca2+ 

intracelular unido a proteínas de membrana. El empleo de la técnica FITC-PNA permitió 

establecer que la reacción acrosomal espontánea se ve limitada por PFOS, mientras que 
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con la presencia de PFHxS se observó un aumento. El análisis por citometría de flujo, 

mostró que ambos compuestos aumentaron la producción de especies reactivas de oxígeno 

a partir de los 30 minutos de exposición. Adicionalmente, la exposición incrementó la 

fragmentación de ADN de manera significativa, de acuerdo a los resultados obtenidos con 

las pruebas de ensayo cometa. Finalmente, las imágenes adquiridas por la técnica de 

inmunocitoquímica, exhibieron una alteración en la fosforilación de proteínas en la zona 

ecuatorial y acrosomal de la cabeza del espermatozoide por parte de ambos compuestos. 

De manera concluyente, se puede establecer que ambos compuestos analizados en este 

estudio, tienen un efecto tóxico en los espermatozoides, causando mortalidad y alteración 

en diversos parámetros que resultan vitales para que el espermatozoide pueda cumplir sus 

funciones fisiológicas de forma apropiada. 
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ABSTRACT 

Currently, infertility associated with male factors constitutes approximately 50% of reported 

cases, being the chemical factor one of the main causes, such as the exposure to various 

drugs, pesticides, environmental toxics and recreational substances. There are 

perfluorinated compounds within the category of chemical factors, wich are toxic, synthetic, 

difficult to break down, and bio-accumulative chemicals. Despite being classified as 

“Persistent Organic Chemicals” by the Stockholm Convention, these compounds are still 

mass-produced and used in everyday products. 

Some of these compounds have already been evaluated in various organisms and cell lines 

in order to know the adverse effects associated with their use. However, their effect on the 

physiological processes of sperm that take place before fertilization has not been described. 

Therefore, this work focused on analyzing the toxic effects and physiological alterations 

caused by the perfluorinated compounds, perfluorooctane sulfonate (PFOS) and 

perfluorohexane sulfonate (PFHxS) in boar sperm during the in vitro capacitation. 

Sperm capacitation was performed in TALP-HEPES medium, supplemented with pyruvate 

and BSA. The values for the median lethal concentration were 460.55 μM for PFOS and 

1930.60 μM for PFHxS. The results obtained by staining with chlortetracycline showed that 

PFOS caused an alteration in the patterns of intracellular Ca2+ bound to membrane proteins. 

The FITC-PNA technique allowed us to establish that the spontaneous acrosomal reaction 

was limited by PFOS, while an increment was observed by the presence of PFHxS. Flow 

cytometry analysis showed that both compounds increased the production of reactive 

oxygen species after 30 minutes of exposure.  
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Additionally, the exposure to both compounds significantly increased DNA fragmentation, 

according to the results obtained with the comet assay tests. Finally, the images acquired 

using immunocytochemistry, showed an alteration in the protein phosphorylation in the 

equatorial and acrosomal zone of the sperm head by both compounds. In conclusion, it can 

be established that both compounds analyzed in this study have a toxic effect on sperm, 

causing mortality and alteration in various parameters that are vital for the sperm to be able 

to perform its physiological functions properly. 
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ABREVIATURAS 

ANOVA: Análisis de varianza  

BSA: Albúmina sérica de bovino   

cAMP: Adenosín monofosfato cíclico  

CL50: Concentración letal 50   

COP Contaminantes orgánicos 

persistentes 

CTC: Clorotetraciclina  

DMSO: Dimetilsulfóxido 

FI: Intensidad de fluorescencia 

FITC-PNA: Isotiocianato de fluoresceína 

conjugado con aglutinina de cacahuate 

H2DCFDA: 2’,7’-diacetato de 

diclorodihidrofluoresceína 

H2O2: Peróxido de hidrógeno 

IB: Tampón de incubación 

MDC: Medio de capacitación 

OMS: Organización Mundial de la Salud  

PBS: Solución salina de fosfatos  

PFCs: Compuestos perfluorados  

PFHxS: Sulfonato de perfluorohexano  

PFOS: Sulfonato de perfluorooctano 

PI: Ioduro de propidio  

PKC: Proteína cinasa C  

POPRC-14: Decimocuarta reunión del 

Comité de Examen de Contaminantes 

Orgánicos Persistentes 

RA: Reacción acrosomal 

RAe Reacción acrosomal espontánea 

ROS: Especies reactivas de oxígeno  

SCGE: Electroforesis de células 

individuales 
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1 INTRODUCCIÓN 

La infertilidad es un problema de salud definido por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) como la imposibilidad de establecer un embarazo clínico después de 12 meses de 

relaciones sexuales regulares y sin protección, debido a un deterioro de la capacidad de 

una persona para reproducirse como individuo o con su pareja (Zegers-Hochschild et al., 

2017). Entre 15 y 20% de las parejas en edad reproductiva son infértiles y, de éstas, en más 

del 50% es debida a factores masculinos (Katz et al., 2017, Oseguera-Lopez et al., 2019). 

Existen varios factores que pueden causar infertilidad masculina. Se ha demostrado que los 

químicos contaminantes están involucrados en la disminución de la capacidad fecundante 

masculina (Selvaraju et al., 2021, Chiang et al., 2017). 

La producción de compuestos químicos se ha duplicado dentro del período comprendido 

entre los años 2000-2017, con una manufactura de 2.3 billones de toneladas que conlleva 

una derrama económica de unos 3.47 trillones de dólares solamente en el año 2017 (United 

Nations Environment Programme, 2019). En el caso de los compuestos perfluorados 

(PFCs), entre 1970 y 2002, la producción de fluoruro de perfluorooctanosulfonilo (precursor 

del PFOS) fue superior a las 100,000 toneladas (Paul et al., 2009), y se estima que alrededor 

de 45,000 toneladas contaminaron el aire y el agua (Shi et al., 2012). La inquietud creciente 

a nivel mundial por el impacto de los PFCs de cadena larga en el ambiente y en la salud, 

ocasionó que el productor principal, la Compañía 3M, disminuyera gradualmente la 

producción de ácido perfluorooctanoico (PFOA) y PFOS en el año 2000, dando paso al 

establecimiento de iniciativas reguladoras para reducir la liberación ambiental de estos 

compuestos en muchos países (Lee, 2018). 
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1.1 Infertilidad 

Existen causas muy diversas por las que una pareja puede ser infértil; para lograr un 

embarazo es necesario que los procesos fisiológicos de la reproducción se realicen 

correctamente, entre ellos tenemos la gametogénesis y la maduración de células sexuales. 

Las causas de la infertilidad pueden ser masculinas, femeninas o mixtas, en varios estudios 

se estima que el factor masculino es la causa del 50% de los casos de infertilidad de pareja; 

de éste, el 30% es causado sólo por el factor masculino y el 20% restante es una conjunción 

del factor masculino y femenino (Katz et al., 2017, Agarwal et al., 2015). 

Algunas condiciones que pueden ocasionar la infertilidad masculina son: 

 Eyaculación precoz, problemas estructurales o lesiones en los órganos 

reproductores. 

 Fisiología espermática anormal o producción espermática pobre. Algunas 

enfermedades tales como el varicocele, diabetes, infecciones sexuales como 

clamidia o gonorrea, defectos genéticos etc., pueden estar relacionadas con daños 

espermáticos y baja producción. Por su parte, el cáncer y los tratamientos como 

quimioterapia o radioterapia también pueden dañar severamente la producción 

espermática. 

 Exposición a factores químicos o ambientales, entre los que destacan medicamentos, 

pesticidas, tóxicos ambientales, sustancias de uso recreativo (alcohol, tabaco, 

marihuana, etc.), temperaturas elevadas, radiación, entre otras. 
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1.2 Espermatozoides de mamífero 

El mecanismo de fecundación de los mamíferos es bien conocido, presentan gametos 

haploides y la fecundación es interna. De manera general, los espermatozoides de los 

mamíferos comparten una estructura semejante (Fig. 1), presentan:  

 Una cabeza que contiene el núcleo y en su interior la cromatina muy condensada, 

causada por el cambio de histonas por protaminas durante la espermiogénesis 

(Cambiasso et al., 2018); el acrosoma, que es un saco membranoso que contiene 

enzimas hidrolíticas y, además, la cabeza contiene cantidades pequeñas de 

citoesqueleto y citoplasma. 

  Una pieza intermedia rica en mitocondrias donde se genera la energía necesaria 

para la motilidad espermática. 

  Un flagelo único, necesario para su desplazamiento. 
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  
Figura 1. Morfología del espermatozoide tomada de (Hidalgo Ordóñez et al., 2005). 

 

Sin embargo, las diferencias principales entre los espermatozoides de los mamíferos 

radican en el tamaño y forma de la cabeza, y la longitud del flagelo que está directamente 

relacionada con la velocidad de propulsión (Fig. 2) (Thompson et al., 2018). 
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Figura 2. Imagen ilustrativa de la diferencia de forma y tamaño de la cabeza y flagelo del espermatozoide de 
diferentes mamíferos y de una ave (Imagen tomada y editada de (Garner y Hafez, 2000). 

 

Los espermatozoides se producen en los túbulos seminíferos de los testículos y son 

transportados a través del epidídimo, en donde ocurre el proceso de maduración. Entre los 

cambios que se producen en el epidídimo están la adquisición del potencial para la motilidad 

sostenida, la pérdida de agua y la migración distal, así como la pérdida eventual de la gota 

citoplasmática (Hafez, 2002). 

1.3 Capacitación espermática y reacción acrosomal (RA) 

La capacitación espermática es una serie de cambios de señalización, bioquímicos y de 

remodelación estructural que permite al espermatozoide adquirir la capacidad fecundante 

(Roldan, 2018, Yanagimachi, 1994), este proceso se produce en el tracto reproductor de la 

hembra (Cole y Kramer, 2016, Hafez, 2002). Se ha demostrado que estos cambios están 
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relacionados con modificaciones en la superficie del espermatozoide, hiperactivación de la 

motilidad y cambios necesarios para la interacción con el ovocito (Sutovsky, 2018). 

En la capacitación espermática, la activación de la adenilciclasa dependiente de bicarbonato 

(HCO3-) y de la proteína cinasa A, permiten la fosforilación de tirosinas de un grupo de 

proteínas (flagelares y de otros sitios de la membrana) regulada por el adenil monofosfato 

cíclico (cAMP). En células somáticas, la mayoría de las fosforilaciones ocurren en residuos 

de serina y treonina de las proteínas y, en menor grado, en residuos de tirosina; en los 

espermatozoides de mamíferos se ha encontrado que la fosforilación de los residuos de 

tirosina resulta muy importante en la capacitación espermática (Tardif et al., 2001, Naz y 

Rajesh, 2004). 

Durante la capacitación, también se presenta una serie de modificaciones en la membrana 

plasmática tales como: 1) la pérdida de colesterol que precede a la cascada de fosforilación 

de tirosinas (Visconti et al., 1999), 2) la pérdida de la asimetría de los lípidos (Flesch et al., 

2001), 3) la hiperpolarización (Zeng et al., 1995), 4) la apertura de canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje (Florman et al., 1998), y 5) la pérdida y redistribución de 

glicoproteínas de la membrana plasmática (Jimenez et al., 2006). La pérdida de los factores 

descapacitantes y la adquisición de hipermotilidad por parte del espermatozoide son 

también cambios morfológicos y fisiológicos que se ven afectados durante la capacitación 

espermática (Suarez y Ho, 2003). 

Tanto los espermatozoides de la cola del epidídimo como los eyaculados pueden 

capacitarse in vitro, al ser incubados en medios definidos que simulan la composición de los 

electrolitos de los fluidos del tracto reproductor de la hembra (Yanagimachi, 1994). 

Anteriormente se pensaba que la RA sólo era inducida por la unión del espermatozoide con 
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la zona pelúcida, específicamente con la glicoproteína ZP3. Pero actualmente existen 

estudios que demuestran que diversos factores también pueden provocar la RA, algunos 

ejemplos son: fluido folicular, progesterona, ionóforos de calcio como la ionomicina y el 

A23187 (Vazquez-Levin y Verón, 2018). Fisiológicamente, la RA consiste en la fusión de la 

membrana plasmática del espermatozoide con la membrana acrosomal externa (Fig. 3). Se 

produce una vesiculación sobre el segmento anterior del acrosoma, lo que da lugar a la 

liberación de enzimas hidrolíticas, como la hialuronidasa y la acrosina, las cuales ayudan al 

espermatozoide durante su paso por la zona pelúcida y le permiten su unión al oolema 

(Hafez, 2002). Existen varios factores que hacen posible la RA, entre ellos se encuentran 1) 

el incremento del pH intracelular, 2) la despolarización de la membrana plasmática, y 3) el 

aumento de iones de Ca2+, que activan tanto a la fosfolipasa C como a la fosfolipasa A2, los 

que, a su vez, activan a la proteína cinasa C (PKC) mediante la formación de diacilglicerol, 

ácidos grasos libres y lisofosfatidilcolina (Flesch y Gadella, 2000). Todos estos cambios 

estructurales y bioquímicos tienen lugar en la membrana plasmática. 
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Figura 3. Modelo de los eventos moleculares ocurridos durante la capacitación, reconocimiento entre gametos y reacción acrosomal (tomado de: 

Olivera et al., 2006). 
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1.4 Relación de las especies reactivas de oxigeno (ROS) con la capacitación 

espermática 

Los radicales libres son átomos o moléculas que tienen un electrón desapareado (Arenas-

Ríos et al., 2014), entre éstos se encuentran las especies reactivas de oxígeno, conocidas 

como ROS por sus siglas en inglés (Reactive Oxygen Species). Las fuentes principales de 

ROS en el espermatozoide son la mitocondria y la enzima NADPH oxidasa. Sin embargo, 

esta última sólo está presente en espermatozoides testiculares, disminuyendo 

progresivamente conforme avanza la maduración espermática en el epidídimo, razón por la 

cual la fuente principal de ROS en espermatozoides maduros es la mitocondria (Aitken et 

al., 2012). La producción de ROS ha sido relacionada con la fosforilación de tirosinas y con 

la capacitación espermática (Guthrie y Welch, 2012). Se han reportado los efectos positivos 

que ejercen las ROS durante la capacitación en diversas especies, ya que su presencia se 

ha asociado con un aumento en la fosforilación de tirosina, estimulando directamente a la 

adenilciclasa y a la tirosina cinasa e inhibiendo a la tirosina fosfatasa (Ford, 2004). Sin 

embargo, cuando la producción de ROS excede la capacidad defensiva antioxidante del 

espermatozoide, provoca el proceso denominado estrés oxidante (Guthrie y Welch, 2012). 

El sistema de defensa antioxidante contra las ROS son las enzimas superóxido dismutasa 

(SOD), catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPX) (Quiroz y Bahena, 2008). 

El peróxido de hidrógeno (H2O2), puede también incrementar la fosforilación de la tirosina al 

inhibir a la enzima tirosina fosfatasa. Esta última contiene un residuo de cisteína que debe 

permanecer en un estado reducido para tener actividad, sin embargo, en presencia del H2O2 

se oxida y pierde actividad (Awda et al., 2009). 
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Como ha sido mencionado, las ROS son de suma importancia en los procesos fisiológicos 

que son necesarios para que el espermatozoide adquiera su capacidad fecundante, pero 

ante niveles elevados de estas especies se han observado efectos nocivos que pueden 

estar relacionados con la infertilidad masculina. Algunos efectos adversos en el 

espermatozoide, asociados con los niveles elevados de ROS y que están plenamente 

documentados son: 

 Peroxidación lipídica. Debido a los altos niveles de ácidos grasos poliinsaturados 

contenidos en su membrana plasmática, el espermatozoide es susceptible a la 

peroxidación lipídica. Esto ocurre cuando los electrones de los lípidos son sustraídos 

por las ROS, y una cadena de reacciones redox genera aldehídos electrofílicos muy 

mutagénicos y genotóxicos tales como malondialdehído, 4-hidroxinonenal y acroleína 

(Agarwal et al., 2003, Luczaj y Skrzydlewska, 2003). 

 Daño en el ADN: Dentro del espermatozoide, las ROS dañan la mitocondria, 

destruyendo el ADN mitocondrial e inhibiendo la producción de ATP. Ante la falta de 

ATP intracelular, la función y motilidad espermática se ven afectadas (Agarwal et al., 

2014). Los niveles elevados de ROS, también producen daños a nivel nuclear, 

causan alteraciones en las bases, rupturas en las cadenas y están involucradas en 

el entrecruzamiento de la cromatina. La cromatina del espermatozoide, al estar muy 

condensada y organizada, coadyuva en la protección al daño oxidante, pero si la 

compactación es deficiente o la protaminación está incompleta, el ADN se vuelve 

vulnerable a los daños generados por las ROS (Iommiello et al., 2015). 

 Daño en las proteínas: Las ROS median algunas modificaciones post-traduccionales 

en las proteínas para el control de funciones celulares. A pesar de ello, en presencia 
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de niveles elevados de ROS, se pueden generar modificaciones difíciles de revertir, 

por ejemplo, la sulfonación. Adicionalmente, se encuentra relacionada con la 

inactivación de enzimas como la succinato deshidrogenasa, el aumento de la S-

nitrosilación y la nitración de tirosina involucradas en procesos fisiológicos y 

patológicos. (O'Flaherty y Matsushita-Fournier, 2017). 

Existe cierta controversia sobre el efecto que podrían tener los PFCs en la producción de 

ROS durante el cultivo de líneas celulares. En este sentido, Eriksen et al. (2010), trabajando 

con células hepáticas humanas de la línea HepG2, reportaron un incremento en los niveles 

de ROS hasta en 1.5 veces durante la administración de PFCs, no obstante, no observaron 

la presencia de un daño oxidante. Por otro lado, Florentin et al. (2011) observaron un efecto 

citotóxico al exponer la misma línea celular a los PFCs, sin observar un incremento en los 

niveles de ROS. Las células hepáticas se caracterizan por tener una gran cantidad de 

enzimas de defensa antioxidante, mientras que en los espermatozoides el equilibrio REDOX 

puede alterarse fácilmente. Esta última observación, podría resultar de interés para 

establecer si en los espermatozoides se induce un cambio en la producción de ROS por la 

exposición a los PFCs. 

1.5 Xenobióticos 

Los xenobióticos son sustancias químicas extrañas a los organismos, dentro de las que se 

incluyen compuestos vegetales y animales, medicamentos, pesticidas, cosméticos, 

aromatizantes, fragancias, aditivos alimentarios, productos químicos industriales y 

contaminantes ambientales (Patterson et al., 2010). Se estima que los humanos están en 

contacto con millones de sustancias xenobióticas a lo largo de su vida. Existen distintas vías 
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por las cuales atraviesan las barreras corporales, dérmica, digestiva, respiratoria, etc., 

posteriormente pueden llegar al flujo sanguíneo. Algunos se metabolizan, pero la mayoría 

se distribuye a través de los organismos y puede acumularse en uno o en varios tejidos 

(Roldán Reyes, 2016). 

Varios de los xenobióticos se pueden acumular en concentraciones tóxicas y causar 

diversas enfermedades o hasta la muerte (Croom, 2012). Los PFCs se encuentran dentro 

de los xenobióticos, y se ha demostrado que se acumulan en muchos organismos y que 

causan efectos negativos. 

1.6 Compuestos perfluorados (PFCs) 

Los PFCs son moléculas orgánicas con átomos de flúor que sustituyen a los hidrógenos en 

la cadena hidrocarbonada, los enlaces carbón-flúor les brindan características 

fisicoquímicas particulares, entre las que destacan el efecto repelente al agua y al aceite, 

su gran estabilidad química y térmica, e incluso pueden actuar como surfactantes (Lau et 

al., 2007, Guerranti et al., 2013, Kato et al., 2013). Gracias a sus características tan 

particulares, son muy utilizados a nivel mundial en la industria y productos destinados al 

consumo, como los repelentes de aceite y/o agua, revestimientos para utensilios de cocina, 

textiles, empaques de papel que requieren mantenerse secos, pinturas, lubricantes y 

espumas anti-incendios, entre otros productos de uso cotidiano (Foresta et al., 2018). 

Los PFCs son compuestos muy tóxicos, resistentes a la degradación, y con tendencia a 

bioacumularse en las cadenas alimentarias, se encuentran comúnmente en el suero 

sanguíneo humano (Lindstrom et al., 2011). En monos y ratas, se han descrito efectos 

adversos causados por los PFCs, tales como la disminución del peso corporal, el aumento 
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en el peso del hígado y de la aparición de adenomas hepáticos y tiroideos. En roedores, se 

demostró un incremento en la incidencia de tumores en el hígado, páncreas y testículos, 

además de cambios en el metabolismo lipídico (Biegel et al., 2001, Cook et al., 1992, 

Sibinski et al., 1987). 

La vida media de los PFCs en los organismos es muy variable: en ratas macho, es 

aproximadamente de 6 días (Kemper y Jepson, 2003); en ratones, de 17 a 19 días (Lau et 

al., 2005), y en humanos de 5.4 años, en promedio (Olsen et al., 2007). Están en la lista de 

“Contaminantes Orgánicos Persistentes” de la convención de Estocolmo, debido a su 

toxicidad, bioacumulación y por ser contaminantes ambientales persistentes (Dorman y 

Reiner, 2012, Reiner et al., 2014). 

El sulfonato de perfluorohexano (PFHxS) y el sulfonato de perfluorooctano (PFOS) 

pertenecen a este grupo de compuestos. Las vías principales por las que entran al 

organismo son: aire, agua, alimentos contaminados y por vía dérmica en personas 

ocupacionalmente expuestas. Estudios recientes han evidenciado el consumo de alimentos 

contaminados como la principal vía de exposición a PFOS y PFOA en países occidentales, 

estimándose una ingesta diaria de entre 2-3 ng/Kg (Fromme et al., 2009). 

1.6.1 Sulfonato de Perfluorohexano (PFHxS) 

Es una cadena corta de ácido perfluoroalquilo, muy utilizado como surfactante en el proceso 

de revestimiento en alfombras, textiles y papeles, así como en producción de 

fluoropolímeros (Worley et al., 2017). Este compuesto ha sido detectado en humanos, 

principalmente en la sangre del cordón umbilical, el suero y la leche materna (Lee et al., 

2013, Tao et al., 2008). La vía de acceso al organismo es a través del aire, polvo, agua y 
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alimentos contaminados. Algunos estudios estiman que su vida media en el organismo es 

de aproximadamente 7 años (Lee y Viberg, 2013). 

PFHxS suele considerarse menos tóxico que PFOS y ha reemplazado el uso de este último 

en muchas aplicaciones industriales (Lee, 2018). El principal fabricante de PFHxS era 3M, 

que en 1997 produjo unas 227 toneladas del compuesto fluoruro de sulfonilo 

perfluorohexano (PFHxSF) en los Estados Unidos. En la actualidad se estima que hay al 

menos un productor de PFHxS en Italia y algunos más en China, sin embargo, no se cuenta 

con información actualizada sobre los niveles de producción de estos compuestos (POPRC-

14, 2018). 

Estas cifras resultan de gran impacto para el medio ambiente debido a que este tipo de 

compuestos son considerados contaminantes ambientales emergentes, al tratarse de 

moléculas orgánicas artificiales, que se utilizan considerablemente en diversas industrias y 

productos de consumo; no son degradables y se bioacumulan en el medio ambiente. 

Algunas investigaciones enfocadas en estos compuestos han establecido una fuerte 

incidencia en el desarrollo de enfermedades humanas como consecuencia de la exposición 

directa o indirecta a estos contaminantes ambientales. En este sentido, en el año 2018, en 

la decimocuarta reunión del Comité de Examen de Contaminantes Orgánicos Persistentes 

o POPRC-14 por sus siglas en inglés (Persistent Organic Pollutants Review Committee), 

con sede en Italia, se argumentó la posibilidad de que la incidencia de este tipo de químicos 

en el ambiente fuera mayor con respecto a las cifras de los niveles de producción 

reportadas, dejando en claro la probable existencia de otras fuentes de emisión de las que 

no se tiene conocimiento y que deben tratar de identificarse. 



 15

Las propiedades fisicoquímicas que caracterizan a este compuesto se enlistan en la Tabla 

1. 

Tabla 1. Propiedades físicas y químicas de PFHxS 

Apariencia (20ºC, 1 Atm) Polvo beige 

Masa molar 400 g/mol 

Punto de fusión 41ºC 

Fórmula molecular C6HF13O3S 

Fórmula estructural 

 

1.6.2 Sulfonato de Perfluorooctano (PFOS) 

Se trata de un compuesto orgánico fluorado con una columna de 8 átomos de carbono y un 

grupo funcional sulfonato. Es utilizado en una gran variedad de productos entre los que se 

incluyen: espumas anti-incendio, empaques para alimentos, tratamiento superficial de 

textiles, papel y metales (Trojanowicz et al., 2018, Trojanowicz et al., 2020). PFOS se 

caracteriza por ser estable a la degradación metabólica y ambiental, además de resistir la 

biotransformación. Se une de forma no covalente a las proteínas plasmáticas. En humanos, 

no se elimina de forma rápida ya que su vida media es de aproximadamente 5.4 años (Olsen 

et al., 2007), en monos, ratas y ratones su vida media es de 121 días, 48 días y 37 días, 

respectivamente (Donohue, 2014). En 2009, el PFOS fue incluido en el Anexo B del 

Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Orgánicos Persistentes (COP), no obstante, 
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sigue produciéndose en Alemania (10 toneladas / año) e Italia (volumen de producción 

desconocido) y al menos en quince sitios en China (100 a 250 toneladas / año) (Lim et al., 

2011, Zhang et al., 2012, Oliaei et al., 2013). Sus propiedades fisicoquímicas se detallan en 

la Tabla 2. 

Tabla 2. Propiedades físicas y químicas de PFOS 

Apariencia (20ºC, 1 Atm) Polvo blanco 

Masa molar 538 g/mol 

Punto de fusión >400ºC 

Fórmula molecular C8HF17O3S 

Fórmula estructural 

 

1.7 Efectos de los PFCs en humanos 

La exposición de los humanos a los PFCs se presenta, principalmente, a través de la ingesta 

de agua o alimentos contaminados. Estos compuestos no pueden ser metabolizados, se 

unen a las proteínas y se detectan principalmente en sangre, hígado y riñones. En el caso 

de PFOS, se ha observado una asociación primordial con las superficies de las membranas 

celulares, acumulándose en varios tejidos corporales, principalmente de perfusión alta en 

los organismos expuestos (Newsted y Jones, 2005). Se ha reportado también su presencia 

en el aire y el polvo, razón por la cual la exposición al aire, la ingestión de polvo o el contacto 

dérmico con polvos o aerosoles también pueden ser una fuente de exposición (ATSDR, 

2018). La eliminación de PFOS, PFHxS y PFOA del cuerpo humano tarda algunos años, 

mientras que la eliminación de PFCs de cadena más corta está en el rango de días. La vida 
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media de PFOS y PFOA en roedores es de meses, lo que difiere significativamente en los 

humanos (CONCAWE, 2016). PFHxS presenta una vida media de eliminación más larga (7-

8.5 años), seguida por PFOS (5.4 años) (Olsen et al., 2007). 

Debido a sus propiedades fisicoquímicas y su potencial toxicidad, se han evaluado los 

efectos de los PFCs sobre la salud (Lee, 2018). Se han detectado, tanto en el suero de la 

población general como en el de los trabajadores de la industria, en un nivel relativamente 

alto, comparado con otros contaminantes ambientales (Kato et al., 2013). Sin embargo, 

también se han encontrado en la sangre del cordón umbilical y la leche materna, sugiriendo 

que una exposición de por vida a los PFCs puede comenzar desde el desarrollo fetal (Stahl 

et al., 2011, Lee y Viberg, 2013). Hasta el momento, no se tiene una evidencia clara de una 

correlación inequívoca entre la edad y las concentraciones de PFCs en sangre. Sin 

embargo, se han reportado ciertas diferencias dependientes del género, mostrando que los 

hombres generalmente presentan concentraciones más altas de PFCs que las mujeres 

(Rylander et al., 2009). 

1.8 Toxicología reproductiva 

El término toxicidad reproductiva involucra a agentes químicos o físicos que interfieren con 

la fertilidad (Neubert, 2002). Suele ser empleado para describir los efectos adversos 

inducidos por xenobióticos sobre cualquier aspecto de la reproducción. Abarca todas las 

fases del ciclo reproductivo, incluyendo el daño en la función o capacidad reproductiva tanto 

masculina como femenina, la inducción de efectos adversos no hereditarios en la progenie 

como es el retraso en el crecimiento, efectos morfofuncionales y hasta la muerte (Corra et 
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al., 2009). Dentro de los xenobióticos se incluyen agentes químicos naturales o sintéticos, 

biológicos (virus) o físicos (radiaciones). 

Por varios mecanismos, un agente reprotóxico puede ocasionar un daño en el desarrollo de 

las células y en la embriogénesis, ya sea a nivel celular o subcelular. Algunos efectos 

negativos de los reprotóxicos son: la muerte celular, la interferencia mitótica, una función 

alterada de los ácidos nucleicos, la inhibición enzimática, la falta de sustratos esenciales, 

fallas en el aporte de energía, alteraciones en las membranas celulares y genotoxicidad, 

entre otros (Pimentel-Peñaloza et al., 2006). En espermatozoides se ha observado que la 

exposición a agentes tóxicos afecta la motilidad y la capacidad para llevar acabo la RA, 

evidenciando de esta manera un claro daño reproductivo, al impedir que el espermatozoide 

fecunde al ovocito (Maravilla-Galván et al., 2009). 

1.9 Uso de modelos animales en estudios biológicos 

Debido a las notables similitudes anatómicas y fisiológicas entre humanos y animales, 

particularmente mamíferos, los modelos animales han sido utilizados ampliamente para 

llevar a cabo investigaciones biológicas y médicas (Barre-Sinoussi y Montagutelli, 2015). 

Los modelos animales han sido de gran utilidad para comprender procesos patológicos, 

moleculares y celulares involucrados en diversas enfermedades, así como también sus 

posibles curas mediante la administración de diversos medicamentos. Sin embargo, ningún 

modelo animal único puede reproducir íntegramente los procesos mostrados en los 

humanos (Tang et al., 2017). Es debido a esto, que muchos modelos animales son utilizados 

diariamente en el desarrollo de diversas investigaciones alrededor del mundo. Animales 

pequeños como ratones y ratas son empleados en el 95% de las investigaciones biomédicas 
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debido a la facilidad de manejo y alimentación al tratarse de animales pequeños, y a su ciclo 

reproductivo corto (Hickman et al., 2017). Asimismo, otros animales son utilizados, de 

tamaño mediano como conejos y perros, o animales grandes como cabras, ovejas, cerdos 

y caballos (Moran et al., 2016), por mencionar algunos. 

1.9.1 El cerdo como modelo de estudio biológico 

El uso de modelos biológicos ha permitido el estudio del desarrollo humano y conocer la 

fisiología relacionada con muchas enfermedades. Dentro de estos modelos se destaca el 

cerdo debido a que posee semejanzas en estructura y función con los seres humanos, entre 

las que se destacan: la fisiología digestiva, los hábitos alimenticios, la estructura y función 

renal, la estructura vascular pulmonar, la propensión a la obesidad y las frecuencias 

respiratorias (Tumbleson y Schook, 1996). Debido a su tipo de alimentación, omnívora, se 

ha conseguido estudiar el efecto de xenobióticos como alcohol, tabaco, aditivos alimenticios 

y contaminantes ambientales (Schook, 2007). Otras investigaciones en cerdo han permitido 

el estudio de hormonas reproductivas, interacciones materno-fetales, desarrollo 

embrionario, impacto de la transgénesis en la función y calidad del esperma (Kuzmuk y 

Schook, 2011, Lunney, 2007). Se ha demostrado que el uso del cerdo en investigaciones 

relacionadas con fisiología espermática es muy prolifero, ya que es un modelo bien 

estudiado y documentado, que ofrece un gran volumen de eyaculado, bajo número de 

espermatozoides con fisiología anormal, buena motilidad espermática y son menos 

susceptibles a variaciones de luz, térmicas y de pH comparado con otros modelos por 

ejemplo el del espermatozoide de caballo (Rodriguez-Gil y Bonet, 2016, Sun y Nagai, 2003). 

  



 20

2 ANTECEDENTES 

Las células sexuales son especializadas y necesarias para la reproducción y perpetuación 

de la especie. Para que puedan llevar a cabo correctamente su función, es necesario que 

no presenten ningún daño, alteración o malformación. En el caso particular del 

espermatozoide, para que adquiera su capacidad fecundante, requiere de la activación de 

una serie de cascadas complejas de regulación génica y señalización, características que 

los hace especialmente sensibles a la disrupción por agentes xenobióticos (Bonilla y del 

Mazo, 2010). Cotidianamente, se emplean alrededor de unos 1,500 productos químicos 

comerciales, que poseen un volumen de producción elevado superando las 10,000 

toneladas por año, (Koeter, 1993) y anualmente se comercializa una gran diversidad de 

productos nuevos. 

La exposición a estos químicos comerciales, incluidos ftalatos, glifosatos, etc., puede afectar 

los sistemas reproductivos, teniendo como consecuencia el desarrollo de un daño genético, 

que puede dar lugar a problemas de infertilidad, malformaciones, abortos espontáneos, etc. 

(Ahrens y Traas, 2007, Dobrzynska, 2016, Anifandis et al., 2018). 

El riesgo genotóxico de agentes químicos y farmacológicos sobre las células germinales 

actualmente es evaluado mediante ensayos in vivo. Sin embargo, estos ensayos tienen un 

costo y duración considerables, al ser necesario un número de animales de experimentación 

elevado, situación que resulta inviable para evaluar el riesgo genotóxico de los cientos de 

productos químicos producidos anualmente, además de los problemas éticos que 

representa el trabajo con animales. Debido a lo anterior, en los últimos años ha habido un 

creciente interés en el desarrollo de nuevas metodologías para llevar a cabo ensayos in 

vitro. Dichos ensayos, además de realizarse en un período corto de tiempo permiten estudiar 
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los mecanismos de acción de los diferentes agentes, consiguiéndose así una mejor 

valoración toxicológica (Hariparsad et al., 2006, Lamb, 1993). 

Dentro de los agentes xenobióticos utilizados con mayor frecuencia se encuentran los PFCs. 

Se han documentado algunos efectos adversos debidos a la exposición a los PFCs en 

animales de experimentación, como la hepatocarcinogénesis, alteraciones en los niveles de 

testosterona y estradiol, hiperplasia en células de Leydig y adenomas testiculares (Biegel et 

al., 1995, Cook et al., 1992, Shi et al., 2007). Además, se han examinado los efectos de 

PFOS en el desarrollo de células granulares de ratas de 7 días de edad, cultivándolas por 

7 días adicionales, hallándose un aumento en ROS y la translocación de la PKC (Lee et al., 

2012). 

De manera similar, al analizar los niveles de PFCs en suero y la calidad del semen de 105 

hombres daneses, Joensen et al. (2009) reportaron concentraciones importantes de PFOS, 

PFOA y PFHxS (24.5, 4.9 y 6.6 ng/mL, respectivamente). Los individuos con altos niveles 

de PFOS y PFOA poseían en promedio, 6.2 millones de espermatozoides normales, en 

comparación con los 15.5 millones de espermatozoides en aquellos individuos que 

mostraron bajos niveles de PFCs. Sin embargo, no se observó daño causado por PFHxS 

(Joensen et al., 2009). 

Toft et al. (2012) realizaron un estudio para tratar de asociar la exposición a PFCs con la 

calidad del semen de 588 hombres, parejas de mujeres embarazadas. La proporción de 

espermatozoides morfológicamente normales que encontraron fue un 35% menor con la 

exposición a PFOS. 

La información existente acerca del efecto de los PFCs sobre la maduración de gametos es 

escasa, de aquí la necesidad de efectuar estudios que permitan evaluar su capacidad para 
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interferir en ella. Conjuntamente, resulta necesario el estudio de los mecanismos 

moleculares que subyacen a los efectos deletéreos de los PFCs. Con esta finalidad, en el 

presente estudio se analizarán los diversos procesos fisiológicos alterados por los PFCs 

durante el proceso de capacitación espermática. Este trabajo conforma parte de un proyecto 

que abarca también el estudio de los efectos de PFCs en ovocitos, fertilización in vitro, 

embriones y espermatozoides. 
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3 JUSTIFICACIÓN 

Durante los últimos años, se han realizado estudios epidemiológicos, tanto en animales 

como en humanos, para investigar la relación entre la exposición a PFOS/PFHxS y los 

efectos en la salud como la fertilidad, el crecimiento y los biomarcadores del desarrollo. 

Estudios en humanos han reportado asociaciones entre PFOS y reducción en los niveles 

de colesterol, cambios en el peso de recién nacidos y diversos problemas tiroideos. Sin 

embargo, estos estudios no han permitido esclarecer el mecanismo por el cual los 

espermatozoides se podrían ver afectados por la presencia de PFCs. Algunos resultados 

en nuestro grupo de investigación sugieren la presencia de un desequilibrio en la generación 

de ROS, conllevando a su vez a un daño en el proceso de capacitación que requiere de una 

generación moderada de ROS para que este proceso se lleve a cabo adecuadamente. Por 

ello, en el presente estudio se realizó una evaluación toxicológica del PFHxS y el PFOS, 

para aclarar los efectos que producen estos químicos en el proceso de la capacitación y la 

RA in vitro en espermatozoides de cerdo. Asimismo, se estableció una relación entre la 

toxicidad y los niveles de ROS generados ante la exposición a ambos compuestos químicos. 
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4 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

Los efectos negativos de los PFCs en la espermatogénesis reportados por otros autores, 

nos lleva a preguntarnos: 

¿De qué manera afectan los compuestos perfluorados PFHxS y PFOS al proceso de 

capacitación y reacción acrosomal espontánea de espermatozoides de cerdo? 

 

 

 

5 HIPÓTESIS 

Los PFCs afectan la reproducción, entonces si capacitamos a los espermatozoides de cerdo 

en presencia de PFCs, se encontrarán niveles elevados de ROS, así como patrones de 

capacitación y reacción acrosomal espontánea y de fosforilación de residuos de tirosina 

modificados con respecto a los normales.  
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6 OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de los compuestos perfluorados PFHxS y PFOS, en la capacitación de 

espermatozoides de cerdo in vitro. 

 

 

7 OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Determinar la concentración letal 50 (CL50), de los PFCs 

2) Determinar el efecto de los PFCs sobre el logro de la capacitación y la RA 

espermática in vitro. 

3) Cuantificar la generación de estrés oxidante en espermatozoides durante su 

exposición a los PFCs durante la capacitación in vitro. 

4) Determinar los efectos de los PFCs sobre la fosforilación de proteínas durante la 

capacitación espermática in vitro. 

5) Determinar el efecto de los PFCs en la fragmentación de ADN. 

  



 26

8 MATERIALES Y MÉTODOS 

Los productos químicos fueron de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO Estados 

Unidos), a menos que se indique lo contrario. 

8.1 Obtención de muestra espermática, condiciones de capacitación in vitro y 

tratamiento con los PFCs 

Se utilizaron cerdos sanos y fértiles de entre 1 a 4 años de edad y de distintas razas (Duroc, 

Pietrain e híbridos Large White × Landrace). Las muestras espermáticas se obtuvieron por 

el método de la mano enguantada. La fracción gelatinosa fue filtrada, dejando la fracción 

enriquecida espermática para su uso. Los ensayos se realizaron con duplicado técnico, en 

un tiempo de entre 3 y 4 horas después de la obtención de la muestra. Sólo se utilizaron las 

muestras con valores normozoospérmicos previamente establecidos: viabilidad y motilidad 

>85%, concentración >200×106 espermatozoides/mL y anormalidades morfológicas <15% 

(Alkmin et al., 2013). 

Después de la evaluación inicial, la muestra se centrifugó a 600 x g durante 5 minutos, el 

precipitado se lavó 2 veces con PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, y 2 mM 

KH2PO4) y se resuspendió en 1 mL de TALP-HEPES (3.1 mM KCl, 100 mM NaCl, 0.29 mM 

NaH2PO4·H2O, 10 mM HEPES, 2.5 mM NaHCO3, 21.6 mM lactato de sodio, 2.1mM 

CaCl2·2H2O, 1.5mM MgCl2·6H2O, 0.035 µM rojo de fenol pH 7.4). Para su capacitación se 

transfirió una alícuota de 5x106 espermatozoides lavados a 1 mL de medio de capacitación 

(MDC) consistente en TALP-HEPES suplementado con 1 mM de piruvato de sodio y 6 

mg/mL de albúmina de suero bovino (BSA) fracción V y se incubó durante 4 horas a 39 °C 
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en atmósfera húmeda, en ausencia o presencia de PFCs (Yoshida et al., 1990, Maravilla-

Galvan et al., 2009, Ded et al., 2019). 

Para el estudio de los distintos efectos de los PFCs, 5x106 espermatozoides se incubaron 

en medio de capacitación entre 30 minutos y 4 horas a 39 °C en atmósfera húmeda en 

ausencia (control) o presencia de las concentraciones de PFCs indicadas en cada estudio. 

Como control adicional, se incubaron los espermatozoides en medio de capacitación con 10 

µL DMSO. 

8.2 Determinación de la concentración letal media (CL50) durante la 

capacitación espermática 

Para determinar la CL50, la muestra espermática fue incubada 4 horas a 39 °C en atmósfera 

húmeda en MDC con concentraciones crecientes de los perfluorados. Para PFOS se 

utilizaron 1000, 2000 y 3000 µM, mientras que para PFHxS fueron 1000, 2500 y 5000 µM. 

Los controles evaluados fueron MDC en ausencia de PFCs y MDC + DMSO, para asegurar 

que el DMSO no generaba un efecto tóxico.  

8.3 Viabilidad espermática 

Se utilizaron dos técnicas para evaluar la viabilidad espermática: 

1) Tinción de eosina-nigrosina. Para ello, a una alícuota de 5 µL de espermatozoides 

lavados con PBS a 39 ºC (aproximadamente 25,000 espermatozoides), se le añadieron 5 µL 

de una solución eosina-nigrosina (10% nigrosina y 0.67% eosina Y), mezclándose en un 

portaobjetos temperado a 37 °C y se les realizó un frotis. Se contaron al menos 200 
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espermatozoides, aquellas células teñidas de color rosa se consideraron como 

espermatozoides muertos (Fig. 4) (Jimenez et al., 2003).  

 

Figura 4. Prueba de viabilidad por la tinción de Eosina-Nigrosina. A) Campo completo de una preparación de 
viabilidad por esta tinción. B y C) Espermatozoides muertos teñidos en rosa por el paso de la Eosina a través 
de la membrana. D y E) Espermatozoides vivos, al no tener daño en la membrana permanecen en color blanco. 

2) Tinción de yoduro de propidio-Hoechst (Fig. 5). Se colocó una alícuota de 5 µL de 

espermatozoides lavados en un portaobjetos, y se mezcló con 5 µL de una solución 10 µM 

de Hoechst, tras una incubación de dos minutos a temperatura ambiente, se adicionaron 

5 µL de 10 µM de ioduro de propidio y se observaron inmediatamente en el microscopio de 

epifluorescencia Nikon Optiphot-2 con filtro ultravioleta UV-2A (Nikon, Japón). En esta 

técnica los espermatozoides que son teñidos en rojo por la entrada del yoduro de propidio 

son contados como muertos, mientras que los que solo permancecen azules por el Hoechst 

son contabilizados como vivos. 
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Figura 5. Imagen representativa de la tinción de yoduro de propidio-Hoechst. A) El Hoechst penetra tanto en 
espermatozoides vivos como muertos otorgando una tinción azul. B) La tinción de Yoduro de propidio sólo 
entra en espermatozoides muertos y produce una coloración roja. C) La fusión de imágenes permite ver el 
espermatozoide con la membrana comprometida, marcado por la flecha. Imagen ilustrativa tomada de (Diercks 
et al., 2012). 

8.4 Capacitación y Reacción Acrosomal espontánea (RAe) 

La capacitación y el proceso RAe se determinaron con los valores de CL50, ½ CL50 y 1/5 CL50 

de los PFCs. Los espermatozoides no capacitados, capacitados y reaccionados 

espontáneamente se determinaron por el método de clortetraciclina (CTC) (Fraser y Herod, 

1990). 

El método CTC permite observar 3 patrones de fluorescencia cuando el CTC está en 

contacto con Ca2+ intracelular unido a proteínas de membrana: No capacitados con 
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fluorescencia tenue en la cabeza, capacitados con fluorescencia intensa en la zona 

acrosomal y ecuatorial de la cabeza y RA con fluorescencia tenue en la zona ecuatorial (Fig. 

6). 

 

Figura 6. Patrones de fluorescencia obtenidos por la técnica de CTC. A) Patrón No capacitados, se observa 
fluorescencia tenue en toda la cabeza del espermatozoide. B) Patrón Capacitados, fluorescencia intensa en 
la zona ecuatorial y acrosomal de la cabeza. C) Espermatozoides con reacción acrosomal, fluorescencia en la 
zona ecuatorial y en algunas ocasiones en la zona post ecuatorial. 

 

Se colocaron 5µL de espermatozoides lavados (aproximadamente 25,000) sobre un 

portaobjetos de vidrio precalentado y se mezclaron con 750 µM de CTC preparado en 

tampón que contenía 20 mM Tris, 130 mM NaCl y 5 mM L-Cisteína. Después de 30 

segundos, se adicionaron 5 µL de glutaraldehído al 0.2% solubilizado en tampón 0.5 mM 

Tris, pH 7.4, montado con FluoroMount ™ (F4680) y se presionó suavemente el 

cubreobjetos. Al menos 200 espermatozoides se contaron en un microscopio de 

fluorescencia Nikon Optiphot-2, con filtro B-2A (Fraser y Herod, 1990). 

Como método alternativo para medir la RAe se utilizó la tinción Hoechst-FITC-PNA (por su 

nombre en inglés, fluorescein isothiocyanate- conjugada con peanut agglutinin). Esta 

técnica se basa en la unión de la aglutinina de cacahuate a la Galactosil β-1,3 N-
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acetilgalactosamina presente en el acrosoma, y la fluoresceína permite observar al 

acrosoma en microscopia de fluorescencia (Fig. 7). 

 

 

Figura 7. Imagen representativa de la técnica FITC-PNA. Las siglas IA indican un espermatozoide con el 
acrosoma intacto, mientas que las siglas AE son para un espermatozoide reaccionado. Imagen tomada de 

(Ruiz-Diaz et al., 2020). 

 

Para esta técnica, se colocó una muestra de 20 µL (con aproximadamente 100,000 

espermatozoides) en un portaobjetos de vidrio, secándose al aire a 37 ºC. El portaobjetos 

se sumergió durante 30 segundos en metanol al 100% a -20 ºC y se dejó secar al aire dentro 

de la cámara de extracción. Las preparaciones se almacenaron en atmósfera seca a 

temperatura ambiente hasta su procesamiento durante los días siguientes. Para ello, las 

preparaciones fueron sumergidas dos veces en PBS durante 5 minutos cada uno, se eliminó 

el exceso de PBS y se añadieron 20 µL de una solución que contenía FITC-PNA (15 µg/mL) 

y Hoechst (5 µg/mL), incubándose durante 30 minutos en cámara húmeda en la oscuridad. 

Finalmente, se realizó un lavado durante 10 minutos en agua destilada, los portaobjetos se 

secaron a 37 ºC y se montó con FluoroMount ™ (F4680). Se contaron al menos 200 
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espermatozoides por microscopía de fluorescencia en un microscopio Nikon Optiphot-2, con 

filtro B-2A para FITC y UV-2A para Hoechst (Nikon, Japón). 

8.5 Análisis de la producción de ROS durante la capacitación in vitro de 

espermatozoides expuestos a PFCs 

Para determinar los niveles de ROS, se utilizó el compuesto 2’,7’-diacetato de 

diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA), compuesto que al estar en contacto con esterasas 

intracelulares pierde sus acetatos, dejando al compuesto reducido y al estar en contacto con 

ROS se oxida y emite fluorescencia, la cantidad de fluorescencia emitida es proporcional a 

los niveles de ROS intracelulares. 

Para esta técnica se siguió el protocolo previamente descrito con algunas modificaciones 

(Guthrie y Welch, 2006). Se preparó una solución de trabajo de 20 mM H2DCFDA disuelto 

en DMSO, que fue almacenada en alícuotas en la oscuridad a -20 °C. El día del 

experimento, las muestras espermáticas se mezclaron con Hoechst y H2DCFDA a una 

concentración final de 1×106 espermatozoides/mL (10 µM Hoechst y 200 µM H2DCFDA). 

Los espermatozoides fueron incubados durante 30 minutos a 25 °C y luego se evaluó la 

fluorescencia mediante citometría de flujo, las condiciones se describen en el apartado 8.7 

Citometría.  

8.6 Análisis del efecto de los PFCs sobre la fosforilación de proteínas en 

residuos de tirosina 

La determinación del efecto de los PFCs en la fosforilación de tirosinas se realizó por medio 

de inmunocitoquímica, utilizando el protocolo descrito previamente, con algunas 
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modificaciones (Fabrega et al., 2011). Las muestras se lavaron por centrifugación dos veces 

con PBS y se fijaron con formaldehído al 2% (Merck, Calbiochem), durante 10 minutos a 37 

°C. Las muestras fijadas se permeabilizaron con metanol al 90% (PanReac Química, SAU 

España) durante 30 minutos en hielo. Seguidamente, las muestras se lavaron en dos 

ocasiones con 500 µL de tampón de incubación (IB) (PBS + 1% BSA) y se resuspendieron 

en 90 µL del mismo tampón, para ser incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente 

con la finalidad de reducir el ruido de fondo. Posteriormente, se añadieron 5 µL de anticuerpo 

PTyr (Anti Human-Mouse phosphotyrosine, Invitrogen 14-5001-82), incubándose durante 

toda la noche a 4º C. Las muestras se lavaron y se resuspendieron en 95 µL de IB, se 

adicionaron 5 µL de anticuerpo secundario (Alexa 488 goat anti-mouse Invitrogen A11029) 

y se incubó durante 1 h a temperatura ambiente. Nuevamente las muestras fueron lavadas 

con IB y se resuspendieron en 50 µL de PBS. Finalmente, se colocó una alícuota de 5 µL 

en un portaobjetos de vidrio, se mezcló con 10 µM de Hoechst y se observó en microscopía 

de fluorescencia en el microscopio Nikon Optiphot-2 y con filtro B-2A para FITC y UV-2A 

para Hoechst (Nikon, Japón). Se contaron al menos 200 espermatozoides y se clasificaron 

con base al patrón de fluorescencia observado: 1) sin fluorescencia en la cabeza (NFH), 2) 

fluorescencia en el área del acrosoma (AF), 3) fluorescencia en la zona ecuatorial (EHZ) y 

4) fluorescencia en la zona ecuatorial + zona del acrosoma zona (AE). Los patrones 

observados se obtuvieron en un microscopio confocal (Leica TCS-SP2, Leica, Alemania) 

(Fig. 8). Para determinar la intensidad de fluorescencia por citometría de flujo, la muestra 

restante se resuspendió en IB hasta un volumen final de 500 µL. 
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Figura 8. Micrografías de los patrones de fluorescencia en la fosforilación de residuos de tirosina en 
espermatozoides de cerdo durante el proceso de capacitación in vitro. Se encontraron seis patrones diferentes, 
A) Sin fluorescencia. B) Fluorescencia en flagelo. C) Fluorescencia en segmento ecuatorial. D) Fluorescencia 
en segmento ecuatorial y flagelo. E) Fluorescencia en acrosoma y flagelo. (F) Fluorescencia en acrosoma, 
segmento ecuatorial y flagelo. Los patrones previos se clasificaron en: sin fluorescencia en la cabeza (NFH) 
A+B, fluorescencia en el acrosoma (AF) E, fluorescencia en el segmento ecuatorial (EF) C+D y fluorescencia 
en el acrosoma y en el segmento ecuatorial (AE) F. —, 1 µm. 
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8.7 Citometría de flujo 

Las medias de la intensidad de fluorescencia (FI) para la inmunofluorescencia de la 

fosforilación de tirosina y la concentración de ROS intracelular se analizaron mediante 

citometría de flujo en un citómetro FACSCanto II (BD Biosciences, San Jose, CA). Los 

espermatozoides fueron analizados en el diagrama de puntos FSC / SSC para excluir los 

desechos, los espermatozoides fueron confirmados con el láser violeta (405 nm) y el filtro 

azul (450/50 nm) para detectar la tinción nuclear con Hoechst. Se contabilizaron un total de 

1x104 espermatozoides por determinación. Para ambos análisis se utilizó el láser azul (488 

nm) y el filtro verde (530/30 nm). Los datos adquiridos se analizaron utilizando el software 

FlowJo (Becton-Dickinson, EE. UU.). 

8.8 Electroforesis de células individuales o ensayo cometa (SCGE) 

Se utilizó la versión alcalina del SCGE para medir la fragmentación del ADN (Perez-

Cerezales et al., 2018). Para esto, se mezclaron 20,000 espermatozoides en 85 µL de 

agarosa de bajo punto de fusión (LMP) al 0.5% previamente disuelto en PBS. La mezcla fue 

colocada en un portaobjetos previamente cubierto con 1% de agarosa y se cubrió con un 

cubreobjetos de 22 × 22 mm. Para permitir la polimerización de la agarosa LMP, los 

portaobjetos se dejaron en una caja húmeda a 4 °C durante la noche. Posteriormente, se 

retiraron los cubreobjetos y los portaobjetos fueron incubados a 37 °C durante 1 h en 

solución de lisis (2 M NaCl, 55 mM EDTA-Na2, 8 mM Tris, 4% Triton X-100, 0.1% SDS, 1 mM 

DTT y 0.5 mg/mL de Proteinasa K, pH 8). A continuación, los portaobjetos se lavaron dos 

veces en solución de electroforesis alcalina (0.3 M NaOH, 1 mM EDTA-Na2, pH 12) y se 

colocaron en la cámara de electroforesis, que se llenó con la misma solución para cubrir los 
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portaobjetos con aproximadamente 1 cm de solución. La electroforesis se realizó durante 

10 minutos a 25 V, al terminar el proceso de electroforesis, los portaobjetos se colocaron en 

la solución de neutralización (0.4 M Tris-HCl pH 7.5) durante 10 minutos, y las muestras 

fueron fijadas en metanol durante 3 minutos, dejándose secar al aire previo a la tinción con 

bromuro de etidio. Los cometas se observaron en microscopía de fluorescencia a 400x y se 

digitalizaron con una cámara digital Nikon 5100 (Nikon, Japón) acoplada al microscopio, en 

todos los casos bajo la misma configuración en modo manual. Se analizaron al menos 150 

imágenes de cometas utilizando el software gratuito Casplab 1.2.3beta2 (CaspLab.com) 

(Konca et al., 2003). 

8.9 Análisis estadísticos 

Los resultados se expresan como media ± DE. Se aplicó la prueba Probit para determinar 

la CL50. Para establecer diferencias en la viabilidad, el proceso de capacitación, la RAe, 

SCGE y fosforilación de tirosina, los datos se sometieron a un análisis de varianza de una 

vía (ANOVA). Para establecer las diferencias en la producción de ROS se utilizó un ANOVA 

de 2 vías. Las comparaciones por pares de las medias se analizaron con una prueba HSD 

de Tukey con un valor de p ≤ 0.05. El análisis estadístico se realizó con el software SPSS 

de IBM (Versión 20 para Mac OS). 
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9 RESULTADOS 

En este trabajo se evidenció que la presencia de PFOS aumenta la mortalidad espermática, 

obteniéndose una CL50 de 460.55 µM, lo que ocasiona una disminución significativa en el 

número de espermatozoides capacitados, inhibe considerablemente la motilidad 

espermática y además genera aglutinación de los espermatozoides durante el proceso de 

capacitación. Por otra parte, el compuesto PFHxS necesita una mayor concentración para 

disminuir la viabilidad espermática arrojando una CL50 de 1930.60 µM, sin embargo, este 

compuesto no parece afectar de manera significativa el proceso de capacitación. 

9.1 Determinación de la CL50 

Se determinó el efecto de los perfluorados sobre la viabilidad y motilidad espermática. Para 

ambos perfluorados, se demostró que los vehículos en que se hicieron las soluciones madre 

no presentaron diferencia con los controles en medio de capacitación normal. 

PFOS mostró una mayor toxicidad necesitando solamente una concentración de 1000 µM 

para alcanzar el 63.67% de mortalidad, mientras que con PFHxS esa concentración no 

causó cambios significativos comparado con el control (p<0.05). En el caso de PFOS, todas 

las concentraciones experimentales utilizadas mostraron diferencias significativas entre 

ellas (p<0.05), para PFHxS no se obtuvo diferencia significativa entre la concentración 1000 

µM y los controles, pero sí se observó diferencia significativa con las concentraciones 

experimentales más altas (p<0.05) (Fig. 9). Mediante el análisis de regresión PROBIT, se 

calcularon las CL50, que resultaron de 460.55 µM para PFOS y de 1930.60 μM para PFHxS.  
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Figura 9. Efecto de (A) PFOS y (B) PFHxS sobre la viabilidad espermática. Se observó que el número de 
espermatozoides muertos aumenta al adicionar concentraciones crecientes del compuesto perfluorado. El 
análisis estadístico, mostró que entre los grupos control no hay diferencia significativa, sin embargo, entre 

las diferentes concentraciones de PFOS si existe diferencia significativa (p<0.05). 

9.2 Viabilidad de espermatozoides en concentraciones de 1/5 CL50, ½ CL50 y 

CL50 de PFCs 

Una vez determinado el valor de la CL50 (460.55 µM para PFOS y 1930.60 µM para PFHxS), 

ésta fue redondeada a la unidad más próxima para estimar con mayor precisión la quinta 

parte y la mitad de esta concentración, es decir 1/5 CL50= 92 µM para PFOS y 386 µM para 

PFHxS, ½ CL50= 230 µM en el caso de PFOS y 965 µM para PFHxS. 

Para ambos compuestos se observó que conforme aumentaba la concentración del 

compuesto perfluorado, la mortalidad de los espermatozoides aumentó significativamente. 

En el caso de PFOS a 41.04% con 1/5 CL50, 49.08% con ½ CL50 y 63.85% con la CL50. Con 

PFHxS, la mortalidad alcanzó 22.5% con 1/5 CL50, 38.6% con ½ CL50 y 56.3% con la CL50. 

(Fig. 10), mientras que los controles no mostraron diferencias significativas entre sí (p<0.05). 
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Figura 10. Efecto in vitro de 1/5 CL50, 1/2 CL50 y CL50 de los PFCs sobre la capacitación de espermatozoides de 
cerdo. No se observó diferencia significativa entre las muestras control, pero sí se observa diferencia 
significativa entre tratamientos y entre tratamientos y control (p>0.05). 

 

9.3 Efecto de los PFCs en el proceso de capacitación espermática 

Los resultados obtenidos muestran que PFOS disminuyen significativamente el proceso de 

capacitación, con una reducción inicial de 70.28% ± 4.07 obtenidos en los controles de 

capacitación a 48.32 ± 3.43% con 1/5 CL50, (−22%, p < 0.001), 40.03 ± 2.82% con ½ CL50 

(−30%, p < 0.001), y 31.97 ± 1.83% con la CL50 (−38%, p < 0.001) en los espermatozoides 

expuestos (Fig. 11, A). 

Por el contrario, la exposición a PFHxS no muestra disminución significativa del proceso de 

capacitación en ninguna de las concentraciones utilizadas, obteniendo entre 69.7–71.6% de 

capacitación (Fig. 11, B). La presencia de DMSO tampoco alteró este proceso permitiendo 

un 70.61 ± 4.37% de la capacitación espermática.  
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Figura 11. Efecto de la exposición a PFOS sobre el proceso de capacitación de los espermatozoides de 

cerdo. No se observaron diferencias significativas entre las muestras control, pero si se observa diferencia 
significativa entre los tratamientos y entre los tratamientos y control (p>0.05). 

 

9.4 Efecto de los PFCs sobre el proceso de RA 

9.4.1 Efecto del PFCs sobre el proceso de RAe 

Como se mencionó previamente, la RAe se evaluó por dos técnicas diferentes. Esto se 

debió a que por medio de la tinción con CTC no se observaron diferencias significativas con 

ninguno de los PFCs bajo ninguna de las concentraciones experimentales evaluadas (Fig. 

12, A y B) lo cual no parecía tener una explicación. Debido a esto, se utilizó como alternativa 

la tinción con FITC-PNA. Con esta técnica, los resultados indicaron que PFOS reduce 

significativamente la RAe, desde 11.47 ± 1.74% obtenido en el control a un 7.45 ± 1.73% 

(−4.02%, p = 0.005) con ½ CL50, y a un 7.09 ± 1.59% (−4.38% p = 0.001) con la CL50. Al 

emplear 1/5 de la CL50, no se observó diferencia significativa respecto al control (Fig. 12, C). 

A diferencia de PFOS, PFHxS mostró un incremento significativo en la RAe, de 10.46 ± 
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1.14% en el control a 14.77 ± 1.52% (4.31% p = 0.001) con 1/5 CL50, 15.12 ± 1.75% (4.66% 

p < 0.001) con ½ CL50 y 15.39 ± 1.13% (4.93% p < 0.001) con la CL50 (Fig. 12, D). 

 

Figura 12. Efecto de los PFCs sobre la reacción acrosomal espontánea (RAe) (n = 6). Los resultados 
mostrados en los páneles (A) y (B), fueron determinados por la técnica CTC; mientras que los páneles (C) y 
(D), por FITC-PNA. (A) La exposición frente a PFOS presenta una tendencia a disminuir la RAe, no siendo 
significativa en ninguna de las concentraciones evaluadas. (B) La exposición a PFHxS no afecta la RAe en 
ninguna de las concentraciones analizadas. (C) PFOS muestra una disminución significativa en la RAe al usar 
desde ½ CL50, mientras que con 1/5 CL50 no difiere significativamente del control. (D) PFHxS, aumenta 
significativamente la reacción del acrosoma en todas las condiciones probadas, no hubo diferencia significativa 
entre los controles. a, b Diferentes superíndices indican la existencia de diferencias significativas entre los 
tratamientos (p <0.05). 
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9.4.2 Efecto de PFOS sobre el proceso de RA inducida 

Para evaluar el efecto de las concentraciones subletales de PFOS sobre la RA inducida de 

los espermatozoides, al término de las 4 horas del proceso de capacitación, se adicionaron 

10 mg/mL de progesterona y se incubó durante 20 minutos adicionales. Los resultados 

obtenidos se muestran en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Efecto in vitro de PFOS sobre el proceso de reacción acrosomal inducida de espermatozoides de 
cerdo. 

Respuesta  

observada 

Espermatozoides con reacción acrosomal inducida 
(% ± D.E.) 

 Controles PFOS (µM) * 

MDC MDC +DMSO 96 240  480  

Sin capacitar 17.91 ± 4.55 42.50 ± 4.23 46.75 ± 3.60 66.57 ± 3.46 70.12 ± 2.70 

Capacitados 54.96 ± 1.56 A 53.93 ± 4.39 A 37.97 ± 2.84 B 30.26 ± 4.19 C 26.40 ± 2.97 C 

Con reacción 
acrosomal 

27.12 ± 3.53 A 26.96 ± 5.51 A 15.26 ± 3.74 B 3.15 ± 0.44 C 3.39 ± 1.56 C 

*Condición de ensayo + 10 mg/mL de progesterona 
A, B, C Diferentes superíndices en la misma fila indican diferencias significativas p<0.05. 

 

 

Dentro del grupo control se observó que el porcentaje de espermatozoides que mostraron 

RA fue de 27.12%, sin embargo, tras su exposición ante una concentración de 96 µM de 

PFOS los espermatozoides reaccionados disminuyeron a un 15%, de manera que es posible 

establecer que con 1/5 de la CL50 de PFOS se registró un efecto significativo sobre la RA 

inducida. De manera general, a mayores concentraciones de PFOS, fue observada una 

disminución considerable en los espermatozoides que pudieron activar la RA. 
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9.5 Efecto de los PFCs sobre la fosforilación de proteínas en residuos de 

tirosina 

Este parámetro fue evaluado mediante 2 técnicas, la IF se evaluó mediante citometría de 

flujo, y los patrones de fluorescencia por microscopía de fluorescencia. 

9.5.1 Citometría de flujo 

La fosforilación de proteínas en residuos de tirosina presentó un aumento significativo de 

398 ± 23.30 FI en T0 a 711.67 ± 120.02 FI en el control de capacitación, 726 ± 67,45 FI con 

CL50 PFHxS y 610 ± 38,57 con CL50 PFOS (p < 0.05) (Fig. 13). 

 

Figura 13. Determinación de intensidad de fluorescencia en fosforilación de proteínas por citometría de flujo. 
Se obtuvo diferencia significativa entre los espermatozoides sin capacitar a T0 y todas las condiciones de 
capacitación utilizadas. Sin embargo, no se observan diferencias significativas entre las condiciones de 
capacitación probadas. La intensidad de fluorescencia fue determinada como unidades arbitrarias (AU). a, b 
Diferentes superíndices indican la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos (p <0.05). 
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9.5.2 Microscopia de fluorescencia 

Para esta metodología los patrones se distribuyeron en 4 grupos, dependiendo donde 

presentaban fluorescencia (Tabla 4). 

 Patrón de NFH (sin fluorescencia en la cabeza del espermatozoide). No presentó 

diferencias significativas entre T0, Control de capacitación y PFHxS (9.51 ± 1.03%, 

12.15 ± 0.80% y 12,69 ± 1,50%), mientras que PFOS presentó un aumento 

significativo (12.69 ± 1.50%) comparado con T0 y PFHxS, pero este aumento no es 

significativo comparado con el control (p=0.025). 

 Patrón AF (Fluorescencia en la zona acrosomal). Todas las condiciones de 

capacitación (Control 5.24 ± 1.48%, PFOS 3.0 ± 1.46% y PFHxS 1.28 ± 1.29%) 

mostraron una disminución significativa en este patrón comparado con T0 14.42 ± 

0.75%. No se encontró diferencia significativa entre control y PFOS (p<0.001). 

 Patrón EHZ (Fluorescencia en la zona ecuatorial de la cabeza). T0 (75.62 ± 0.98%) 

y PFOS (71.06 ± 2.50%) no presentan diferencia significativa entre sí. El control 

(65.38 ± 1.98%) muestra una disminución significativa comparado con T0, mientras 

que PFHxS (81.6 ± 1.87%) presenta un aumento significativo (p<0.001). 

 Patrón AE (Fluorescencia en la zona acrosomal y ecuatorial). Se presentan 

incrementos significativos en todas las condiciones de capacitación (Control 17.23 ± 

0.74, PFOS 13.26 ± 0.73 y PFHxS 7.32 ± 1.25) comparado con T0 (0.45 ± 0.79) 

(p<0.001) . 
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Tabla 4. Efecto de los PFCs en los patrones de fosforilación de residuos de tirosina en espermatozoides de 
cerdo.  

Tratamiento Patrones de fosforilacion en Tirosina 
 NFH  AF  EHZ  AE 

T0 9.51 ± 1.03 a  14.42 ± 0.75 a  75.62 ± 0.98 a  0.45 ± 0.79 a 

Control 12.15 ± 0.80 ab  5.24 ± 1.48 bc  65.38 ± 1.98 b  17.23 ± 0.74 b 

PFOS 12.69 ± 1.50 b  3.00 ± 1.46 bc  71.06 ± 2.50 a  13.26 ± 0.73 c 

PFHxS 9.81 ± 0.69 a  1.28 ± 1.29 c  81.6 ± 1.87 c  7.32 ± 1.25 d 

La capacitación espermática se realizó en el MDC a 39 ºC durante 4 h. Ambos PFCS se utilizaron en su 

correspondiente valor de CL50, para PFOS 460.55 µM y para PFHxS 1930.60 µM. Tratamientos: T0, 

espermatozoides no capacitados. Control, espermatozoides capacitados sin PFCS. PFOS y PFHxS.  

Patrones: NFH, Sin fluorescencia en la cabeza del espermatozoide; AF, fluorescencia en el acrosoma; EHZ, 

fluorescencia en la zona ecuatorial del espermatozoide; AE, fluorescencia en la zona acrosomal y ecuatorial 

de la cabeza del espermatozoide. 

a, b, c, d Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadística significativa. 

9.6 Cuantificación de ROS 

Para este estudio se utilizaron las CL50 de ambos PFCs, y se analizó el efecto que 

presentaban a 0, 30 y 120 minutos. Los grupos fueron analizados estadísticamente de la 

siguiente forma: 1) Efecto de los diferentes PFCs y el control en cada tiempo de incubación. 

2) Efecto de cada PFCs o el control entre los diferentes tiempos de incubación. En el modelo 

de estudio, ambos compuestos aumentaron significativamente la producción de ROS 

después de 30 minutos de exposición en comparación con el control (p <0.05) (Fig. 14). 

Tras dos horas de exposición, las ROS disminuyeron, pero siguieron siendo 

significativamente más altas que el control en el caso de PFHxS (p <0.05). De la misma 

forma, sólo PFHxS, mostró diferencia significativa en los niveles de ROS entre los diferentes 

tiempos de incubación (p <0.05).  
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Figura 14. Producción de ROS en espermatozoides durante el proceso de capacitación. Se observa un 
aumento significativo en ROS a los 30 minutos de exposición frente a ambos compuestos PFCs. A las 2 horas, 
el aumento de ROS provocado por el tratamiento con PFOS ya no es significativo comparado con el control. 
a, b Diferentes superíndices indican la existencia de diferencias significativas entre los diferentes tratamientos 
en el mismo tiempo de incubación. *, ** Diferentes superíndices indican la existencia de diferencias significativas 
con el mismo tratamiento a diferente tiempo de incubación. (p <0.05). 

 

9.7 Cuantificación de daño al ADN de espermatozoides 

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron las mismas condiciones de capacitación antes 

mencionadas, en este caso el T0 corresponde a espermatozoides lavados y resuspendidos 

en MDC antes de su incubación, el grupo control son espermatozoides capacitados durante 

4 h en ausencia de PFCs y los grupos PFOS y PFHxS son espermatozoides capacitados 

durante 4 h en presencia del respectivo PFCs. La exposición de los espermatozoides a 

ambos PFCs ocasionó un aumento en la producción de ROS. Se observaron daños 

significativos causados por la exposición a ambos compuestos. El compuesto que más daño 
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causó a los espermatozoides fue PFHxS (Fig. 15), lo que aumentó en un 20% más el daño 

del ADN, mientras que PFOS aumentó 10% adicional, en comparación con el control, donde 

sólo se registró alrededor de un 5% (p <0.05). El daño genómico puede estar relacionado 

con un aumento en ROS causado por los PFCs utilizados en este estudio. 

 

Figura 15. Proporción de espermatozoides con DNA fragmentado determinado por ensayo cometa. Se observa 
que la fragmentación de ADN incrementa tras la exposición a ambos PFCS. La mayor fragmentación se 
presenta con la exposición a PFHxS. En las micrografías, A) se observa una muestra sin fragmentación de 
ADN, B) Muestra con fragmentación media de ADN, correspondiente a la exposición de PFOS, C) Muestra 
con alta fragmentación, correspondiente a la exposición de PFHxS. a, b, c Diferentes superíndices indican la 
existencia de diferencias significativas (p <0.05). 
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10 DISCUSIÓN 

La presencia y los efectos tóxicos de los PFCs en seres humanos y en modelos celulares y 

animales son preocupantes ya que se encuentran en productos usados de manera 

cotidiana, a pesar de que se encuentran enlistados como “Contaminantes Orgánicos 

Persistentes”, y siguen produciéndose y utilizándose ampliamente. Joensen et al. (2009) 

encontraron, en hombres jóvenes adultos, niveles de 24.5 ng/mL y 6.6 ng/mL de PFOS y 

PFHxS, respectivamente, en suero de sangre. En personal ocupacionalmente expuesto se 

han encontrado concentraciones de PFOS y PFHxS de 435 μg/L (Calafat et al., 2007) y el 

máximo registrado para PFHxS fue de 423 ng/mL en una familia canadiense que trabajaba 

en mantenimiento de alfombras (Beesoon et al., 2012).  

En este trabajo, los dos compuestos analizados presentaron toxicidad moderada en 

espermatozoides, por lo que su CL50 estuvo en el intervalo de 0.5-2 mM. Esto puede 

atribuirse al hecho de que los espermatozoides se incubaron con los PFCs solo de 30 a 240 

minutos. A pesar de no ser tan tóxicos como se esperaba, la mortalidad de los 

espermatozoides causada por los PFCs fue significativa. En modelos animales, PFOS y 

PFOA han demostrado tener un efecto tóxico moderado. La dosis letal media (DL50) para 

PFOS ha sido reportada en 251 mg/kg de peso corporal para una única dosis oral en ratas. 

Los valores DL50 para PFOA varían de 430 a 680 mg/ kg de peso corporal, con un promedio 

de 540 mg/kg de peso corporal por día (EFSA, 2008).  

De acuerdo con la búsqueda realizada, es el primer estudio donde se prueban los PFCs en 

células en cultivo de espermatozoides. Sin embargo, en otros modelos celulares, Slotkin et 

al. (2008) evaluaron la neurotoxicidad in vitro de PFOS, PFOA, PFOSA (perfluorooctano 

sulfonamida) y PFBS (perfluorobutano sulfonato) en células PC12 no diferenciadas y 
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diferenciadas. Llegaron a la conclusión de que cada PFC ejercía efectos distintos sobre 

esas células. En particular, PFOSA tuvo el efecto más fuerte, seguido de PFOS, PFBS y, 

finalmente, PFOA. Se descubrió que el PFOSA disminuye la síntesis de ADN y la viabilidad 

celular y aumenta el estrés oxidante. Propusieron que el efecto tóxico de PFOSA podría 

asociarse con su mayor hidrofobicidad, lo que le permite un acceso fácil a la membrana 

celular. Por su parte Liao et al. (2008), quienes evaluaron los efectos de los PFCs sobre las 

neuronas del hipocampo de las ratas, también establecieron que los efectos observados 

dependen de la longitud de las cadenas de carbono y de los grupos funcionales presentes 

en las cadenas de alquilo. Examinaron la influencia de los PFCs en la transmisión sináptica, 

la corriente de calcio y el crecimiento de neuritas. Los resultados obtenidos, mostraron que 

los compuestos de cadena más larga, y por lo tanto más hidrofóbicos, o con un grupo 

sulfonato, ejercieron efectos más fuertes respecto a los PFCs de cadena corta con un grupo 

carboxilato (Liao et al., 2009). En nuestro trabajo, en los espermatozoides de cerdo, se 

observó que PFOS tiene mayor toxicidad que PFHxS, un hallazgo que puede estar 

correlacionado con su mayor hidrofobicidad ya que PFOS tiene 8 carbonos y PFHxS 

solamente 6. 

A pesar de los numerosos estudios y modelos biológicos empleados para elucidar los 

efectos tóxicos de los PFCs, en espermatozoides sólo se habían descrito efectos en su 

morfología. Tomando algunos ejemplos, en el espermatozoide humano, Louis et al. (2015), 

evaluaron la relación existente entre siete diferentes PFCs: Acetato de 2-(N-etil-

perfluorooctanosulfonamida) (Et-PFOSA-AcOH), Acetato de 2-(N-metil-

perfluorooctanosulfonamida) (Me-PFOSA-AcOH), Perfluorodecanoato (PFDeA), 

Perfluorononanoato (PFNA), PFOSA, PFOS y PFOA, y los relacionaron con las variables 
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de la calidad del semen de 501 hombres de parejas que planeaban el embarazo en los 

Estados Unidos. Sus hallazgos mostraron que, a excepción de Et-PFOSA-AcOH, los 

perfluorados analizados provocaron la disminución de la calidad del semen, asociado con 

malformaciones claras en la cabeza y morfología del espermatozoide (incremento de 

espermatozoides inmaduros) (Louis et al., 2015). Otra alteración evidente fue el 

enrollamiento del flagelo por los mismos PFCs, los autores argumentan que no existen 

normas clínicas para este parámetro, pero concuerdan con las observaciones de Durutovic 

et al. (2013), en cuanto a que las características que afectan la cola, pueden proporcionar 

información relevante sobre los mecanismos subyacentes durante el proceso de 

maduración y la fertilidad final.  

Así mismo, de los PFCs evaluados, PFOS disminuyó significativamente la calidad del 

semen, asociado con un incremento en espermatozoides bicefálicos e inmaduros. No 

encontraron evidencia de fragmentación de ADN espermático; sin embargo, en nuestro 

estudio PFOS sí se produjo fragmentación del ADN, resultado que puede estar dado por el 

uso de una concentración mayor del tóxico en el presente estudio ya que la concentración 

de PFOS del estudio de Louis et al., (2015) fue de 17.39 ng/mL de semen en un estudio 

crónico, en dónde el ADN puede repararse. Resulta necesario un seguimiento del impacto 

de los cambios en el semen sobre la salud reproductiva masculina o la fecundidad de las 

parejas, provocados por la presencia de PFCs. 

Hasta la fecha, no se había estudiado el efecto tóxico que los PFCs pueden causar sobre 

la fisiología de la capacitación espermática; por esta razón y para discutir los mecanismos 

alterados por estos compuestos, comparamos el efecto de los PFCs en otros modelos 
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animales y celulares para intentar buscar una relación con la alteración en los procesos de 

capacitación espermática.  

Una de las metodologías más empleadas para determinar capacitación en espermatozoides 

es la técnica de CTC, que permite diferenciar 3 patrones de fluorescencia que corresponden 

a espermatozoides no capacitados, capacitados y con RAe. Los patrones fluorescentes se 

producen cuando el CTC están en contacto con Ca2+ intracelular unido a proteínas de 

membrana (Ward y Storey, 1984). PFOS afectó poco los patrones de fluorescencia en 

espermatozoides y PFHxS, en absoluto, y tampoco se observaron cambios en la proporción 

de RAe con ninguno de los PFCs estudiados.  

Es posible que la falta de espermatozoides capacitados se deba a que los PFCs interfieran 

con el transporte de Ca2+ intracelular o con la entrada de Ca2+ desde el medio hacia el 

interior del espermatozoide, o con la unión del Ca2+ con las proteínas de membrana, lo que 

no nos permitió observar cambios sustanciales con la CTC. En otros modelos celulares se 

ha encontrado una alteración en el transporte de Ca2+, por ejemplo un estudio realizado con 

células madre de médula ósea, hBMSCs, mostró que PFHxS aumentó el transporte de 

calcio (Pan et al., 2019). PFOS por su parte, tuvo un efecto negativo sobre la sinaptogénesis, 

inhibiendo el crecimiento de neuritas, efecto que parece estar asociado con la desregulación 

del calcio en el hipocampo (Liao et al., 2008). Como lo demuestra dicho trabajo, ambos 

compuestos modifican la regulación y probablemente dañen los canales o la redistribución 

interna de Ca2+. Todos estos resultados indican claramente que los PFCs alteran el 

transporte y la distribución de calcio en varios modelos celulares, esto también podría 

afectar a los espermatozoides, donde la exposición a PFHxS tuvo un efecto más evidente. 
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La Rae puede analizarse por medio de la tinción de PNA-FITC para determinar el estado 

del acrosoma de las muestras y observar la RAe de una mejor manera. El acrosoma es una 

gran vesícula secretora, bioquímicamente similar a un lisosoma y se forma como un 

producto del aparato de Golgi (Wassarman, 2001). Contiene dos membranas, una interna y 

otra externa, y un componente principal es el azúcar galactosil β-1,3 N-acetil galactosamina, 

que se une específicamente a la aglutinina de cacahuate conjugada con isotiocianato de 

fluoresceína (FITC-PNA) permitiendo observar la integridad del acrosoma (Kopf, 2001, 

Rajabi-Toustani et al., 2019). Usando este método, observamos efectos opuestos entre 

PFOS y PFHxS. Se observó que los espermatozoides con RAe disminuían 

significativamente cuando se exponían a ½ CL50 de PFOS. Por el contrario, la exposición a 

1/5 de la CL50 de PFHxS aumentó la RAe significativamente. Los hallazgos sobre una mayor 

toxicidad de PFOS respecto a PFHxS, permitirían asumir la posibilidad de que PFOS 

induzca la muerte de los espermatozoides antes de que realicen la reacción del acrosoma. 

Por su parte PFHxS podría requerir más tiempo para ocasionar la muerte de los 

espermatozoides, permitiendo que completen la RAe. 

Cuando el espermatozoide tiene una capacitación correcta, la motilidad se hiperactiva. Este 

proceso está dado por la fosforilación de proteínas localizadas en el flagelo. Las señales 

recibidas en la membrana plasmática activan las cascadas de señalización para la 

hiperactivación de la motilidad (Xia y Niu, 2017). Además, sabemos que la fosforilación de 

tirosina es esencial para fertilizar el ovocito, ya que está involucrada también en la RA y la 

fusión de gametos (Naz y Rajesh, 2004, Jones et al., 2008). Algunos autores sostienen que 

las ROS actúan positivamente sobre la fosforilación de tirosina, como se ha demostrado en 
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espermatozoides de muchas especies como humanos, caballos, toros y ratas (Aitken, 

2017), incluidos los de cerdo (Boerke et al., 2013). 

El análisis de la fosforilación de tirosina por citometría de flujo realizado en este trabajo no 

evidenció diferencias significativas en la fluorescencia total en ninguna de las condiciones 

estudiadas. Sin embargo, los análisis por microscopía de fluorescencia revelaron diferencias 

significativas en la distribución de proteínas fosforiladas ubicadas en el acrosoma y la zona 

ecuatorial de la cabeza de los espermatozoides cuando se incubaron con la CL50 de PFHxS. 

Además, la incubación con la CL50 de PFOS y PFHxS causó una inhibición significativa en 

el patrón de fosforilación de tirosina completa (zona de acrosoma + zona ecuatorial de la 

cabeza). Estos resultados parecen sugerir que los PFCs frenan el proceso de capacitación 

al modificar la fosforilación de residuos de tirosina e inhibir el cambio de fosforilación 

específicamente de proteínas de la zona ecuatorial y de la zona acrosomal de la cabeza, no 

permitiendo obtener el patrón de fosforilación en las zonas ecuatorial+ acrosomal+ flagelar. 

Este efecto de los PFCs sobre la fosforilación de tirosina de los espermatozoides no había 

sido reportado previamente. Gao et al. (Gao et al., 2017) determinaron que PFOS daña las 

células de Sertoli al alterar el citoesqueleto de actina por la desregulación de las enzimas 

de fosforilación p-Akt1-S473 y p-Akt2-S474. Argumentaron que SC79, un activador Akt1 / 2, 

bloqueó el daño en células de Sertoli al evitar la desorganización de la F-actina inducida por 

PFOS. Por su parte, Qiu et al. (Qiu et al., 2016) propusieron que la diana de PFOS podría 

ser p38 / ATF2, y que esto se asociaría con un aumento en la fosforilación de forma 

dependiente de la dosis y del tiempo y que produciría un daño en la barrera 

hematotesticular. Por el contrario, este no parece ser el mismo mecanismo en el modelo 

que utilizamos, ya que la fosforilación no se incrementó. 
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Con el incremento en la motilidad espermática es necesario que el espermatozoide 

produzca más energía para su movimiento, asociado con el aumento en la producción de 

energía también se exhibe un incremento en las ROS intracelulares. El efecto de los PFCs 

en la producción de ROS y su efecto celular se han estudiado, por ejemplo, en neuroblastos 

SH-SY5Y, donde el tratamiento con 25 μM de PFOS generaron ROS de manera significativa 

y causaron efectos neurotóxicos (Chen et al., 2014). En las células hepáticas, PFOS causó 

citotoxicidad asociada con ROS y peroxidación lipídica con la disminución de glutatión en 

los hepatocitos. El uso de antioxidantes ocasionó un descenso en la citotoxicidad (Khansari 

et al., 2017). PFHxS tuvo efectos apoptóticos en células granulares cerebelosas y aumentó 

la activación de ERK1 / 2, JNK y p38 MAPK. En este caso, el tratamiento con antioxidantes 

también evitó los efectos adversos (Lee et al., 2014). En espermatozoides de ratón, Zhang 

et al. (2020), demostraron que el compuesto organofosforado Clorpirifós (CPF), reduce la 

fertilidad masculina, relacionándolo con la disminución de motilidad espermática causada 

por el daño a nivel mitocondrial, lo que causó un incremento en los niveles oxidantes durante 

la maduración espermática. 

Las ROS regulan procesos clave en la capacitación espermática ya que, muchos estudios 

han demostrado, que un aumento en su concentración aumenta la capacitación y la adición 

de antioxidantes la reduce (Ford, 2004, Villegas et al., 2003, Bansal y Bilaspuri, 2010). En 

el modelo usado en nuestro estudio y en comparación con los controles, ambos compuestos 

aumentaron significativamente las ROS después de 30 minutos de exposición. A las 2 horas 

de exposición, los niveles de ROS disminuyeron. Cuando se analizó el efecto con la CL50 

de PFHxS la concentración aún fue significativamente más alta con respecto al control. No 

obstante que los niveles de ROS se incrementaron con la adición de ambos PFCs, no 
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aumentó significativamente la capacitación in vitro. Aunque los ROS son necesarios para 

las funciones de los espermatozoides, algunos autores han demostrado que los 

espermatozoides de cerdo son extremadamente sensibles a ellos, y esto se ha relacionado 

con alteraciones en la motilidad, integridad del acrosoma, peroxidación de lípidos y daño al 

ADN (Awda et al., 2009, Feng et al., 2020, Kothari et al., 2010). Es posible que los PFCs 

hayan dañado la membrana mitocondrial provocando un aumento de los niveles 

intracelulares de ROS (Cocuzza et al., 2007), lo que afectó a las fosforilación de proteínas, 

al ADN y en general al proceso de capacitación en los espermatozoides de este estudio. 
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11 CONCLUSIONES 

En este trabajo se demostró que PFOS y PFHxS dañan a los espermatozoides por 

diferentes vías, PFOS requirió de una concentración letal menor para llegar a la CL50, 

PFHxS causa mayor producción de ROS y daño al ADN. A continuación, se detallan los 

resultados más sobresalientes.  

11.1 PFOS  

 Causó mortalidad espermática, la CL50 fue de 460.55 µM. 

 Disminuyó significativamente la capacitación espermática con todas las fracciones 

subletales utilizadas. 

 Disminuyó significativamente la RAe desde ½ CL50. 

 Aunque la fosforilación de tirosinas no presentó diferencias significativas en 

intensidad de fluorescencia entre los grupos tratados y los controles, los patrones de 

fluorescencia en microscopía fueron diferentes. Disminuyeron los espermatozoides 

con fluorescencia en la cabeza, con el patrón de fluorescencia en la zona ecuatorial 

y el conjunto de zona ecuatorial más zona acrosomal.  

 Aumentaron casi al doble las ROS desde los 30 minutos de exposición, aunque a las 

2 horas las diferencias ya no fueron significativas. 

 Los espermatozoides sufrieron más daño en el ADN en presencia de PFOS. 

11.2 PFHxS  

 Causó mortalidad espermática, la CL50 fue de 1930.60 µM. 

 No afectó significativamente la capacitación espermática. 
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 Aumentó significativamente la RA desde 1/5 CL50. 

 Los datos de citometría no indicaron modificación en la intensidad de fluorescencia 

debida a fosforilación de proteínas, sin embargo, disminuyeron los patrones de 

fluorescencia en el acrosoma y del conjunto acrosoma y zona ecuatorial, y aumentó 

significativamente la fosforilación del patrón de zona ecuatorial. 

 Las ROS aumentaron casi 2.5 veces desde los 30 minutos de exposición, y 

permanecieron más altas hasta las 2 horas. 

 El ADN espermático se dañó a más del doble con la presencia del PFHxS. 

 

  



 58

12 PERSPECTIVAS 

Como muestran los resultados de este trabajo, PFOS y PFHxS causan daños en el 

espermatozoide. Para seguir con la investigación se propone:  

 Evaluar cuál es la alteración que provoca el incremento en ROS, mitocondrial o de 

otro tipo. 

 Analizar otros daños causados por los niveles elevados de ROS, como la 

peroxidación lipídica. 

 Analizar si los PFCs están involucrados con la alteración del transporte de calcio a 

nivel de los canales de calcio. 

 Evaluar si los PFCs dañan otras funciones como la polimerización de actina. 

 Diseñar un modelo que permita la fecundación in vitro y analizar posibles alteraciones 

in vivo causadas por la exposición a los PFCs. 

 Diseñar metodologías adecuadas para evaluar la aglutinación espermática. 
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14 ANEXO 

Durante el desarrollo de esta tesis se observaron alteraciones importantes en aglutinación 

y alteración en el movimiento espermático, principalmente causados por PFOS. Existen 

algunos factores por los cuales no fue posible determinar la forma correcta de medir estos 

parámetros. Por ejemplo, para medir los aglutinados, se observó que eran más grandes que 

el campo visual del microscopio y la motilidad también es un parámetro difícil de medir con 

la presencia de ambos PFCs, ya que 1) los aglutinados interfieren con los espermatozoides 

libres cuando se intentan realizar las mediciones por medio de CASA. 2) La adición de los 

PFCs parece tener un efecto de adhesión de los espermatozoides a las superficies donde 

se colocan (vidrio, plásticos, etc.), evitando el libre desplazamiento necesario para la 

medición por CASA. 

Para estas mediciones y hasta que se pueda establecer una forma óptima de documentar 

estos resultados, se adoptó una forma de medición arbitraria para la aglutinación y motilidad. 

Teniendo en cuenta esto puntos, se observó que PFOS inhibe la motilidad espermática 

progresiva, y ocasiona un incremento en la aglutinación; al adicionar dosis crecientes de 

este compuesto en el MDC resultó en un movimiento progresivo lento y/o la pérdida de 

movimiento (Tabla 5 y Fig. 16). 

Tabla 5. Efecto de los PFOS sobre la motilidad y aglutinación in vivo de espermatozoides de cerdo.  

Tratamiento 
Concentración 

(µM) 
Motilidad (%) Vigorosidad Aglutinación 

TALP-HEPES (Blanco)  +++ +++ + 
TALP-HEPES + DMSO  +++ +++ ++ 

MDC+ PFOS 
 

1000  ++ ++ ++ 
2000 + + ++++ 
3000  + + ++++ 
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Figura 16. Micrografía electrónica en aumento 40X que muestra el perfil de aglutinación observado en los 
espermatozoides sometidos a las diferentes concentraciones de PFOS; destacándose la motilidad no 
progresiva bajo la mayor concentración de PFOS. 

También se observó un incremento en la aglutinación con las fracciones subletales de 

PFOS, la aglutinación de los espermatozoides aumentaba conforme las fracciones 

incrementaban (Fig. 17). La motilidad, que era buena en las muestras control disminuyó, 

ante las concentraciones crecientes de PFOS, efecto no observado con la adición de las 

fracciones subletales de PFHxS. 

 
Figura 17. Micrografía electrónica en aumento 40X que muestra el perfil de aglutinación observado en los 

espermatozoides sometidos a las fracciones y a la concentración letal media de PFOS. 

1) MDC sin PFOS 2) MDC + 1000 µM PFOS 

4) MDC + 3000 µM PFOS 3) MDC + 2000 µM PFOS 
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