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Resumen

Los compuestos perfluorados como el acido perfluorodecanoico (PFDA) se han
utilizado en la industria desde los afios 50, afectando la salud de personas
ocupacionalmente expuestas; su acumulacién en el organismo y persistencia en el
ambiente han generado preocupacion. Actualmente incrementd significativamente el
interés en estudiar los dafios en la salud reproductiva, esto debido a la exposicion
ambiental y ocupacional a los contaminantes téxicos. El objetivo del presente estudio
fue determinar el efecto del PFDA sobre la mortalidad y la fisiologia de la membrana
de espermatozoides de cerdo durante la capacitacion in vitro. Se realizaron ensayos
de toxicidad en los espermatozoides utilizando concentraciones crecientes de PFDA.
Se encontré que con 500 y 750 uM de PFDA, la mortalidad de los espermatozoides
fue de 44 y 89 %, respectivamente, diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo control (24%) (P<0.05). Se calcul6 la CLso de PFDA mediante una
prueba de PROBIT la cual fue de 362 uM. Se realiz6 una prueba con solucion
hiposmoética y se encontr6 que el PFDA dafd significativamente la membrana
plasmatica de los espermatozoides con respecto al grupo control (17%); el dafio fue
creciente conforme aumentoé la concentracion, con 150 uM de PFDA se obtuvo 34%
de dafioy con 750 uM llegd a 89%. Para determinar si el dafio afectaba la capacitacion
espermatica y la distribucion de los microdominios de membrana, se probaron
concentraciones subletales (Y/sCLso, %2CLso y CLso); la proporcion de espermatozoides
capacitados disminuy6 de manera significativa con respecto al control (66%), llegando
s6lo a 26, 39 y 29% de capacitacion, respectivamente (P<0.05); también se observo

gue afectan la distribucion de los microdominios de membrana presentando patrones
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gue son caracteristicos de espermatozoides que no han realizado el proceso de

capacitacion.

Con los resultados obtenidos se concluy6 que la concentracion letal media del PFDA
en espermatozoides de cerdo fue menor a la reportada para PFOS y aproximadamente
cinco veces menor que la reportada para PFHxS y PFOA, es decir, se determin6 que
es mas toxico. También se encontré que la exposicion de los espermatozoides a
concentraciones subletales de PFDA altera la fisiologia de la membrana de los
espermatozoides impidiéndoles responder ante una solucibn hiposmotica y
modificando la distribucion de los microdominios de membrana durante la
capacitacion. Lo anterior se relaciona con la disminucién de la eficiencia de los
espermatozoides para realizar los procesos de la capacitacidon, indispensables para
gue adquiera la habilidad de poder fecundar al évulo. Hasta donde se sabe, no se han
realizado estudios especificos acerca del dafioque ocasiona PFDA en la fisiologia del
espermatozoide, los resultados de esta investigacion indican que tiene un impacto
negativo en la fertilidad masculina, sin embargo, se deben hacer mas estudios para

determinar su mecanismo de accion.
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Abstract

Perfluorinated compounds such as perfluorodecanoic acid (PFDA) have been used in
industry since the 50s, affecting the health of occupationally exposed individuals; their
accumulation in the body and persistence in the environment are of concern. Around
2020, interest in studying reproductive health damage due to environmental and
occupational exposure to toxic contaminants increased significantly. The objective of
the present study was to determine the effect of PFDA on boar sperm mortality and
membrane during in vitro capacitation. Sperm toxicity tests were performed using
various concentrations of PFDA. It was found that at 500 and 750 uM PFDA,
spermatozoa mortality was 44 and 89%, respectively, a significant difference from the
control group (24%) (P<0.05). The LC50 of PFDA was 362 puM calculated using
regression PROBIT analysis. A hypoosmotic solution test was performed, finding that
PFDA significantly damaged the spermatozoa plasma membrane concerning the
control group (17%); the damage was increasing as the concentration increased, with
150 uM PFDA 34% damage, and 89%, with 750 uM. The damage in sperm capacitation
and the distribution of membrane microdomains was determined with sublethal
concentrations (}/sCLso, %2CLso, and CLso); the proportion of capacitated spermatozoa
decreased significantly concerning the control (66%), reaching only 26, 39, and 29%
capacitation, respectively (P<0.05); it was also observed that they affect the distribution
of membrane microdomains having high percentages of patterns that are characteristic
for spermatozoa that have not undergone the capacitation process. The conclusion is
that the mean lethal concentration of PFDA in boar spermatozoa was lower than that

reported for PFOS and approximately five times lower than that reported for PFHXS
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and PFOA, so it is more toxic. Exposure of spermatozoa to sublethal concentrations of
PFDA altered sperm membrane physiology by preventing them from reacting to a
hypoosmotic solution and modifying the distribution of membrane microdomains during
capacitation. This is related to a decrease in the efficiency of the spermatozoa to carry
out the capacitation process that is indispensable for the spermatozoa to acquire its
fertilizing powerfully. To our knowledge, no studies have been conducted on the
damage caused by PFDA on sperm physiology. The results of this research indicate
that this toxicant harms male fertility. However, further studies are needed to determine

its mechanism of action.

Xiii



Declaracion de Originalidad .............oooiiiiiiiiiiiiee e ii
Carta de Confidencialidad .............oouuuiiiiiii e iii
Adscripcion del COMILE TULOAL ..........uueeiiiiieiiiiiiieieee e iv
Adscripcién del Jurado del Examen de Grado .........cccccceeeiininieees v
Firma de [os Miembros de JUrado............coiiieeiiiiieeiiiiiee e Vi
Datos de la Maestria y Leyendas Obligatorias.............ceevveevevveeieeieeeeeeeeeeeieeeeenene, Vil
AGradECIMIEINTOS ...t viii
[ To [ 0%= 10 ] F= L PP iX
RESUIMBN ... ettt e et e et e e et r e et e e ean e ees X
AADSTIACT .. Xii
30 TSR Xiv
1. INTRODUCCION. ....c.ooiiieeeeieeeeeeeeee ettt steeteeteeteere e, 1
1.1  Sustancias perfluoroalquiladas (PFAS).......cccooiiiiiiiiiiiiiici e 1
1.2 Acido perfluorodecanoico (PFDA) ........c.cceiiieeieieeeeseeee st 3
1.3 Morfologia del espermatozoide de mamifero.........ccccvevvveveveiiiiiiiiiinennnnne. 5
1.4 CapacitaciOn €SPEIrMALICA.........uuuiiiieeeeiieeiiiiie e e e e e e e e e e e e 6
1.5 Membrana plasmatiCa.............uuuiiiiiiiiiiiiiiice e 7
1.6  Microdominios de membrana (MDM) ..........cccooiiiieiiiiiiiiiiiee e 9
2. ANTECEDENTES .....outttiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeansnsssnnnnnnnnnnnnes 11
2.1 EfectoS de loS PFAS ... 11
2.2 Efectos del 4cido perfluorodecanoico (PFDA)..........cccoeeeeieeeeeiiieiiiinn. 12



2.3  Efectos de los compuestos PFAS en la capacitacion in vitro................. 13

3. JUSHIFICACION ..ot e e e 14
4. Pregunta de iNVESHGACION ........ooiieiiiiiiiiieeee et 14
B HIPOLESIS ... e e 15
6. ODJELIVO GENETAL .. .uuiiiiiiiiiiiiiiiee e 15
7. ODbjetivoS @SPECITICOS .....ciii ittt 15
8. DISeNo exXperimental ....... ..o 16
R Y = o o [0 1 TR P PRSP 16
9.1  MUESIIAS U8 SEIMEIM ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 16
9.2 EVvAluaCiON DASICA ......uuuiiiiiiiiiiiiii e 17
9.3 Concentracion letal media (CLs5o) «.......uuuuummmmmmmmmiiiiiiiiiieees 18
9.4 Evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica ....................... 18
9.5  CapacitacCion iN VILIO ........uuuueiiiii e e e e e e e e e e e e e e e 18
9.6  Tratamiento CONPFDA ... 20
9.7  Evaluacion de la distribucion de MDM ............ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiieceeee 20
9.8  ANAIISIS StATISHICO ... eeiieeeiiiiiitiiei e 20
10. RESULTADOS ...t e e et e e e 21
10.1 Efecto del PFDA en la mortalidad espermatica.............cccceeeeevvvveiinnnnnnn.. 21
10.2 Efecto del PFDA en la integridad de la membrana plasmatica .............. 22
10.3 Efecto del PFDA en la capacitacion espermatica................cceeeevevvvvnnnnn.. 24
10.4 Efecto del PFDA en la distribucion de microdominios de membrana..... 25

XV



L. DS CUSION . e e 28
12, CONCIUSIONES ..o e e e 35

13. Referencias bibliografiCas. ........ccccoviiiiiiiiiiiiiiee e 36

XVi



1. INTRODUCCION

Los compuestos perfluorados le han facilitado el dia a dia a los humanos, pero su
bioacumulacion y persistencia en el ambiente han generado gran preocupacion.
Debido a esto, en los Ultimos afios se ha registrado un creciente interés por saber el
mecanismo por el cual estos compuestos afectan a la salud en general, asi como la

salud reproductiva.

1.1 Sustancias perfluoroalquiladas (PFAS)
Los compuestos perfluorados (PFCs o PFAS) son productos sintetizados
guimicamente que han sido incorporados en una gama amplia de productos en las
Ultimas seis décadas (Paul, 2009). Su estructura es una cadena de carbonos
enlazados a atomos de flior y un grupo acido o amida situado en el extremo de la
cadena de carbonos. Debido a la fuerza del enlace carbono-fllor y a su origen sintético,
las PFAS presentan gran resistencia a hidrdlisis, fotdlisis y degradacion, lo que les
confiere persistencia en el ambiente y causa su acumulacién en el organismo (Giesy
et al., 2001; Kissa, 2001). En los ultimos afios ha crecido la evidencia que revela que
los humanos estamos altamente expuestos a estos compuestos y a su toxicidad
(Calafat, et al., 2019; Richterova, et al., 2023). La exposicion puede ser por medio de
alimentos contaminados por tierra 'y agua, por envases de alimentos o por los utensilios
gue se usan para procesar alimentos (Rahman et al., 2014; EPA, 2016). Otra forma de
exposicion es con el uso de productos de uso cotidiano como repelentes a las manchas

y al agua, alfombras, textiles, papel, asi como utensilios de cocina por su material



antiadherente (Alexander & Olsen, 2007). El agua potable también es una fuente de

exposicion (Rahman et al., 2014; EPA, 2016).

Las principales formas de sintetizar PFAS son la fluoracion electroquimica, donde un
hidrocarburo saturado se hace reaccionar con &cido fluorhidrico (HF) usando
electricidad para sustituir todos los atomos de hidrégeno por fldor. El otro proceso de
sintesis es la telomerizacion, la cual consiste en la reaccion de perfluoroetileno
(CF2=CF2) y yoduro de perfluoroetilo (CF3—CF2Il) para producir cadenas lineales
perfluoradas. La estructura quimica que se logra les confiere propiedades como la
resistencia al fuego, asi como repelencia al aceite, al aguay a la tincion, por lo que se
utilizan en las industrias textil, eléctrica, automotriz, construccion, entre otras (Kissa,

2001; Lehmler, 2005).

Las PFAS se agrupan de acuerdo con la cantidad de atomos de carbono que estan
presentes en su estructura quimica y se dividen en dos categorias: 1) Sulfonatos, entre
los que se encuentran el acido perfluorohexano sulfénico (PFHxS, con formula CF3-
(CF2)5-S0O3H) vy el acidoperfluorooctano sulfonico (PFOS, con férmula CF3-(CF2)7-
SO3H), y 2) Carboxilatos, entre los que se encuentra el acido perfluorooctanoico
(PFOA, con formula CF3-(CF2) 6-COOH) y el acido perfluorodecanoico (PFDA) con
férmula CF3-(CF2) 8-COOH). Las PFAS mas estudiadas son PFOA y PFOS, que
poseen una cadena de ocho &tomos de carbono, variando en el nimero de atomos de
fldor (14 y 17, respectivamente) y en el grupo funcional terminal donde PFOA tiene un

grupo carboxilo (-COOH), y PFOS un grupo sulfonato (-SOz’) (Figura 1).



Figura 1. Estructura quimica de los PFAS. A) acido perfluorooctanoico (PFOA) que contiene 8
atomos de carbono, 15 atomos de flGor y un grupo carboxilo terminal; B. acido perfluorooctano
sulfénico (PFOS) que contiene 8 &tomos de carbono, 17 atomos de fldor y un grupo sulfonato.

Tomaday modificada de CNIB, 2023.

Se ha demostrado que las PFAS son extremadamente resistentes a la degradacion
ambiental y a la eliminacibn metabolica por las propiedades que les brinda su
estructura quimica (Cousins et al., 2020). Se ha calculado que, bajo condiciones
ambientales tipicas, la vida media de algunas PFAS es de 41 hasta 92 afios (EPA,
2012) y en suero humano de 4 a 5 afios, por lo que puede tener un gran impacto en
humanos y animales (Alexander & Olsen, 2007). Se ha encontrado presencia de PFAS
en tejidos de humanos expuestos a comida, agua y aire contaminadas con estos

toxicos (Prevedouros et al., 2006).

1.2 Acido perfluorodecanoico (PFDA)
El PFDA es una sustancia de 10 carbonos con férmula quimica C10HF1902, con un
grupo terminal carboxilo (-COOH) y con peso molecular de 514.08 g/mol (Figura 2) y

considerada una sustancia quimica persistente (Deng et al., 2021; CNIB, 2023).



Figura 2. Estructura del acido perfluorodecanoico (PFDA) que contiene 10 atomos de carbono, 19 &tomos

de fldor y un grupo carboxilo terminal. Tomada y modificada de CNIB (2023).

Al igual que los compuestos perfluorados descritos anteriormente, el PFDA es una
sustancia quimica sintética que tiene un papel como xenobidtico y contaminante
ambiental, utilizado para la produccion de productos de consumo humano como
textiles, muebles, cosméticos, equipos médicos, pesticidas, envasado de alimentos,

entre otros (Deng et al., 2021).

Los humanos estamos expuestos al PFDA por alimentos, agua o suelo contaminados,
asi como con el uso de productos de uso cotidiano, mencionados anteriormente
(Rahman et al., 2014; EPA, 2016). Se sabe que el contacto directo de la piel con
productos de consumo y suministros médicos es la ruta de exposicion principal del

PFDA en humanos (Shigei et al., 2020).

En afos recientes, se ha registrado un creciente interés en la contribucion de
exposiciones ambientales y ocupacionales a contaminantes téxicos en la salud
reproductiva debido a que la informacion acerca de la fisiologia del espermatozoide en

los procesos esenciales previos a la fertilizacion es incipiente.



1.3 Morfologia del espermatozoide de mamifero
Los espermatozoides de mamifero son células alargadas que tienen cabeza y flagelo.
La cabeza posee el nlcleo y, por encima, en la parte apical de la cabeza, se encuentra
el acrosoma que contiene enzimas hidroliticas capaces de degradar a la zona peltcida
(ZP) del ovocito, este acrosoma esté formado por una membrana interna'y una externa.
El flagelo le confiere al espermatozoide la capacidad de moverse y desplazarse, se
divide en pieza media, pieza principal y pieza terminal. En la pieza media se encuentra
la vaina mitocondrial; entre la pieza media y |la pieza principal esta el anillo. En conjunto,
todas estas estructuras no deben alterarse para que el espermatozoide pueda fertilizar

al ovulo (Figura 3) (Hafez & Hafez, 2017).
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Figura 3. Estructura del espermatozoide de mamifero. Tomada y modificada de Hidalgo (2005).



1.4 Capacitacion espermatica
Al momento en que los espermatozoides son eyaculados, aln no tienen la capacidad
de fertilizar al ovocito. Esta capacidad la adquieren durante su paso por el tracto
reproductivo femenino mediante un proceso llamado capacitacion espermatica (Figura
4). En este recorrido, el espermatozoide sufre cambios bioquimicos y membranales

(de Lamirande & Gagnon, 1998; de Lamirande & Gagnon, 2003).
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Figura 4. Trayecto de los espermatozoides en el tracto reproductor femenino. A) Después de la

Endometrio Ciliosxw %

Criptas Oviductales

eyaculacion, una poblacién de espermatozoides alcanza el tracto reproductivo femenino,
especificamente la unién uterotubal en el endometrio. B) S6lo unos algunos espermatozoides
llegan al istmo del oviducto pararealizar la capacitacion espermética. C) En laregion del ampula,
Unicamente el espermatozoide capacitado correctamente puede fertilizar al ovocito. Tomada de
Olivera et al., 2006.

En el proceso de la capacitacion, la membrana de los espermatozoides sufre
modificaciones entre las que se destacan el reordenamiento de proteinas vy lipidos,
dandose ala vez un flujo de salida de colesterol importante, modulado por secreciones
del tracto reproductor femenino. Este eflujo del colesterol le confiere fluidez a la
membrana plasmatica activando canales de bicarbonato y calcio (Rodriguez et al.,
2019). El bicarbonato activa a la adenilciclasa, o que induce un incremento en los

niveles de adenosil monofosfato ciclico (AMPc) que, a su vez, activa la proteina



quinasa A (PKA) que fosforila proteinas en sus residuos de tirosina en el citoplasma
espermético. El papel de la fosforilacion es vital, debido a que induce cambios
conformacionales en las proteinas y fosfolipidos de la membrana plasmatica, lo que
prepara al espermatozoide para la unidon subsecuente con el ovocito (Visconti et al.

1995a; Visconti et al. 1995b) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de la capacitacién espermética. Tomado de Ortiz-Sanchez (2022) modificado

de Bainbridge & Carlson (2019).

1.5 Membranaplasmaética

La membrana plasmatica esta formada por una bicapa lipidica a la que se asocian
proteinas y carbohidratos. Los glicolipidos y los esfingolipidos suelen ser los lipidos
predominantes en las membranas bioldgicas, figurando también el colesterol como un
componente basico de la membrana plasmatica. Los fosfolipidos poseen una regién

polar y dos colas no polares. Las colas no polares o hidrofébicas consisten en las



porciones de la cadena de hidrocarburos de los acidos grasos (Erwin, 2004). En las
bicapas, los lipidos se orientan de forma que sus grupos polares estan en contacto con
el medio acuoso y sus segmentos de hidrocarburos se enfrentan entre si; en
consecuencia, los grupos polares de cada mitad de la bicapa estan orientados en

sentido contrario (Figura 6) (Tapia et al., 2012).

Para tratar de comprender esta estructura tan dinamica, Singer y Nicolson (1972)
describieron el modelo del mosaico fluido. Este describe las membranas como un
mosaico fluido en el que las proteinas se insertan en una bicapa lipidica. Mientras que
los fosfolipidos proporcionan la organizacion estructural basica, las proteinas de
membrana llevan a cabo las funciones especificas de las membranas de la célula
(Tapia et al., 2012). Estas proteinas, a su vez, se dividen de acuerdo con la naturaleza
de su asociacion con la membrana en transmembranales, que estan incrustadas
directamente dentro de la bicapa lipidica, y no transmembranales, que se asocian
indirectamente con la superficie polar de la bicapa lipidica (Singer & Nicolson, 1972).
Todas desempeiian un papel crucial en el reconocimiento entre células (por ejemplo,
en la fecundacién) y en cdmo se organiza la célula; ademas, mientras las
transmembranales son responsables de la regulacion de los procesos de sefializacion
gue permiten a la célula responder a sefiales externas, o participan en el transporte
selectivo de moléculas a través de la membrana, entre otras funciones (Erwin, 2004;

Tapia et al., 2012).
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Figura 6. Estructura de la membrana plasmatica. Tomada y modificada de Patton (2021).

1.6 Microdominios de membrana (MDM)
Una estructura descrita hace relativamente poco tiempo en la membrana plasmatica
son los microdominios de membrana (MDM) (Maxfield, 2002). Los MDM, también
llamados “lipid rafts” o balsas lipidicas (Harder et al, 1998; Schmitz & Grandl, 2008)
miden de 10-200 nm, son heterogéneos y muy dinamicos, enriquecidos en esteroles y
esfingolipidos. Estas pequefias balsas pueden, eventualmente, ser estabilizadas para
formar plataformas de mayor tamafio a través de interacciones proteina-proteina y
proteina-lipido (Schmitz & Grandl, 2008; Meza et al.,, 2010). Entre las funciones
principales de los MDM se encuentran el trafico de membranas, la polarizacion y la
sefalizacion celular (Schmitz & Grandl, 2008). A la fecha, se reconocen dos tipos de
MDM: balsas planas y caveolas (Figura 7); ambas estan enriquecidas en fosfolipidos
saturados, esfingolipidos, glicolipidos, colesterol y proteinas ancladas a
glucosilfosfatidilinositol (GPI) (Schmitz & Grandl, 2008) asi como a proteinas

especificas tales como la flotilina y la caveolina.



Las balsas planas estan alineadas en el plano de la membrana y su caracterizacion ha
sido bastante dificil porque son muy dindmicas y tienen un tamafio muy pequefio. Por
otro lado, las caveolas son invaginaciones de la membrana plasmatica que miden 50-
100 nm de diametro, estan involucradas en procesos de potocitosis y transcitosis, son
dindmicas, pero en menor proporciéon a las balsas planas (Anderson, 1998); pueden

estar asociadas con el citoesqueleto (Kawano et al., 2011).
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Figura 7. Estructura de los microdominios de membrana. Tomado y modificado de Meza y
colaboradores (2021).

El enriquecimiento de estos componentes hidrofobicos dota a estos dominios lipidicos
de propiedades fisicas distintas, entre ellas, un mayor empaquetamiento, orden de los
lipidos y menor fluidez (Sezgin et al.,, 2017). Entre las proteinas esenciales se
encuentran las flotilinas que son proteinas recurrentemente encontradas en las balsas
lipidicas. Estas proteinas perteneces a una superfamilia que se caracteriza por
contener el dominio SPFH (Stomatin, Prohibitin, Flotilin y HfIC/K). Proteinas con este
dominio tienen funciones en varios organismos ytejidos, pero tienen en comdn que se
comportan como proteinas membranales con lacapacidad de oligomerizarse para
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formar microdominios (Guzman et al., 2019).

Las células de mamiferos tienen dos tipos de flotilinas, denominadas Flotilina-1 (Flo-
1) y Flotilina-2 (Flo-2). Como parte integral de las balsas lipidicas, las flotilinas tienen
funciones diversas, como participar activamente en la formacion y mantenimiento de
la propia balsa lipidica, actian como potenciadores y moduladores de las actividades
de las cinasas, entre otras. Debido a que son componentes invariables de las balsas
lipidicas, suelen ser usadas como marcadores de los MDM (Guzméan et al., 2019). Por
otro lado, los MDM también reclutan proteinas especificas ancladas a glicofosfolipidos
o0 proteinas modificadas con cadenas acil-lipidicas, o combinaciones (Anderson,
1998), sirven como centros de trafico de colesterol para las rutas de transduccion de
sefales en la membrana plasmatica (Gibson et al. 2009; Lucio, 2003). El estudio de
los MDM es un tema vigente y de gran interés debido a que la membrana plasmatica
interviene en procesos esenciales en la fisiologia del espermatozoide (Meza et al.,

2010).

2. ANTECEDENTES
2.1 Efectos de los PFAS

Los PFAS, una vez que se absorben, se acumulan debido a que se unen a proteinas
séricas como la albumina (Hundley et al., 2006), también pueden distribuirse y
acumularse en varios tejidos, como se detalla mas adelante, por lo que pueden
ocasionar dafio tanto en animales como en humanos (Cassone et al., 2012).
Compuestos como PFOS se han encontrado en leche materna, higado, cordon
umbilical y en liguido seminal (Lau et al., 2007). Se ha sugerido que las PFAS estan

relacionados con la infertilidad ya que, estudios revelaron que mujeres expuestas a
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PFAS tienen cambios en su ciclo menstrual (Fei et al., 2009) ademas, se ha reportado
disminucion en espermatozoides morfologicamente normales y en su cantidad en
eyaculados de hombres ocupacionalmente expuestos a PFAS (Joensen et al., 2009;
Toft et al., 2012). En condiciones in vitro, se ha reportado que PFAS como PFOS,
PFOA y PFHxS afectan los procesos de capacitacibn espermatica y reaccion
acrosomal, asi como la movilidad de espermatozoides de cerdo (Oseguera et al., 2020;
Ortiz et al., 2022). También se demostré que PFOS (Sabovi¢ et al., 2019) y PFOA
producen dafios en la integridad y funcion de la membrana plasmatica, asi como la
inhibicién en la distribucion de los microdominios de membrana (Ortiz et al., 2022). A
pesar de las evidencias que demuestran los dafios que ocasionan las PFAS en la
salud, sélo PFOS y PFOA, de una gran lista de compuestos perfluorados, se han
considerado como contaminantes organicos persistentes debido a su bioacumulacion,
persistencia y toxicidad natural (Stockholm Convention on Persistent Organic

Pollutants, 2008).

2.2 Efectos del &cido perfluorodecanoico (PFDA)
Desde hace ya varios afios se han demostrado asociaciones entre compuestos
perfluorados como el PFDA y alteraciones en la salud, tanto en humanos como en
animales (Campbell et al., 2021). Por ejemplo, ratas macho tratadas con 40 y 80
mg/kg) de PFDA provocaron reduccion del peso corporal, asi como reduccion de la
ingesta de alimentos en la dosis mas alta (Bookstaff et al. 1990). Algunos autores
sugirieron que los efectos del PFDA son similares al sindrome de emaciacion
(adelgazamiento patoldgico). Este sindrome, también observado en ratas expuestas a

TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, compuesto persistente, clasificado como
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contaminante ambiental de amplia distribucion, quimicamente muy estable y téxico)
(Long et al., 2013). En ratas hembra Sprague-Dawley se demostré que el PFDA es un
inhibidor no competitivo y reversible de las enzimas peroxisomales acil-CoA oxidasa
grasa (HYDRA) y de la 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (DEHYDRO) (la proteina
peroxisomal bifuncional) (Borges et al., 1993). En ratas macho tratadas con dosis de
40 y 80 mg/kg de PFDA, se reportaron reducciones de los niveles plasméticos de
testosterona (T) y dihidrotestosterona (DHT) (Bookstaff et al. 1990). De igual manera,
en un estudio del Programa Nacional de Toxicologia (NTP, 2019) se reporto
disminucion de los niveles séricos de T con dosis diarias de 1.25y 2.25 mg/kg de PFDA
durante 28 dias (NTP, 2019). En un estudio realizado in vitro se utilizaron células de
Leydig aisladas de rata que fueron expuestas a 10 uM de PFDA durante 48 horas, se
reportd la disminucion en un 75%, de la sintesis de progesterona y testosterona
estimuladas por la gonadotropina coridonica humana (hCG), en ausencia de

citotoxicidad o alteraciones morfolégicas importantes (Boujrad et al., 2000).

2.3 Efectos de los compuestos PFAS en la capacitacién in vitro
PFOS y PFOA afectaron la funcionalidad de la membrana de espermatozoides de
cerdo durante la capacitacion in vitro e impidieron la reaccion acrosomal, también
impidieron la pérdida de colesterol durante la capacitacion y alteraron la organizacion
de los MDM, concluyendo que ambos causan alteraciones en la funcionalidad de la
membrana plasmatica espermatica (Ortiz et al., 2022). También se evaluaron los
efectos téxicos y las posibles alteraciones causadas por la presencia de PFOS y
PFHXxS en espermatozoides de cerdo y se encontré que ambos toxicos provocan

mortalidad espermatica alta, alteraron la fosforilacién de proteinas, incrementaron los
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niveles de especies reactivas de oxigeno y la fragmentacion del ADN (Oseguera et al.,
2020). A pesar de que se han logrado dilucidar algunos efectos de PFOA y PFOS en
los espermatozoides, aun es escasa la informacién acerca de los efectos del PFDA en

los espermatozoides durante la capacitacion in vitro.

3. JUSTIFICACION

Las PFAS constituyen una familia de mas de 3,000 productos quimicos conocidos
como “las sustancias quimicas eternas”, como se menciond anteriormente. Su
fabricacion comenzo en los afios 40 y, desde entonces se han utilizado en productos
industriales y comerciales que utilizamos dia a dia como productos de limpieza,
antiadherentes, como el teflon; compuestos para pulir, ceras, pinturas, pesticidas,
envoltorios de alimentos, etc. En la Ultima década, la produccién de estos compuestos
ha sido de toneladas por afio. A pesar de que no presentan toxicidad aguda, se han
reportado efectos negativos en la salud humana, animal y un impacto negativo al medio
ambiente. Asimismo, no se conoce el mecanismo por el que producen toxicidad cronica.
Debido al dafio que causan las PFAS en la salud y especificamente en los

espermatozoides, se plantea el presente proyecto.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudles son los dafios que ocasiona el PFDA en la membrana de espermatozoides de

cerdo en condiciones de capacitacion in vitro?
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5. HIPOTESIS

El efecto téxico de las PFAS se ha asociado con efectos en la membrana plasmética,
al incubar espermatozoides de cerdo con PFDA durante la capacitacion, se espera
encontrar deterioro en su respuesta osmética, disminucion en la eficiencia del proceso

de capacitacion y alteracién en la distribucién de MDM.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que produce el PFDA en la membrana plasméatica de

espermatozoides de cerdo durante la capacitacion in vitro.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la concentracion letal media (CLso) de PFDA.
2. Evaluar el efecto de PFDA en la integridad de la membrana plasmatica.
3. Determinar el efecto de concentraciones subletales de PFDA en:
a) El porcentaje de espermatozoides capacitados.

b) EIl patron de distribucion de MDM.
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8. DISENO EXPERIMENTAL

Obtencion del semen

Viabilidad

Concentracion

Movilidad

Evaluacion basica

[

Alteraciones morfoldgicas

Lavado de la muestra

'

Determinar la CL50

!

}

No capacitados

Capacitados

Capacitados con PFDA

!

l

Estimar el porcentaje de
espermatozoides capacitados

Evaluar la integridad de la membrana

Evaluar la distribucion de MDM

9. METODOS

9.1 Muestras de semen

Se utilizaron eyaculados de cerdos de raza Duroc, de la granja “Mejoramiento Genético

Pigar”, las cuales se transportaron al laboratorio para su procesamiento, en un termo

de plastico de doble pared con aislamiento de poliuretano para evitar la variacion de la

temperatura durante el tiempo de traslado. Los eyaculados se trataron de manera

individual. Para cada condicion, se utilizaron cuatro eyaculados de cerdo diferentes y

cada experimento se realizé por duplicado.
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9.2 Evaluacién bésica
En el laboratorio, se evaluaron los parametros de viabilidad, concentraciéon, movilidad
y alteraciones morfoldgicas de las muestras de espermatozoides de acuerdo con
parametros establecidos (Garner,1993). Esto con el fin de determinar la calidad de la
muestra, lo cual nos permitié eliminar las muestras que no cumplian con los requisitos

minimos de calidad, los cuales son:
a. Movilidad y viabilidad = 85 %
b. Concentracion > 50 x 108 espermatozoides/mL
c. No mas del 15 % de espermatozoides anormales

La mortalidad se cuantificé con la tincidon de eosina-nigrosina. Se realizaron frotis
colocando en un portaobjetos 10 uL de muestra espermatica mas 10 uL del colorante
eosina-nigrosina. Posteriormente se analizaron mediante microscopia Optica y se
contaron 200 espermatozoides. Se calcul6 el porcentaje de espermatozoides vivos y
muertos, considerando vivos los transparentes, y muertos los que presentaron una
coloracion rosada; con los mismos frotis se evaluaron las alteraciones en la morfologia
espermatica, se analizaron 200 espermatozoides y se determiné el porcentaje de
anormalidades; la concentracion se determiné mediante el uso de un microscopio
Optico y una camara de Neubauer (Jiménez et al., 2003). Se evalu6 la movilidad para
determinar porcentaje de movimiento progresivo lento, movimiento progresivo rapido,

movimiento vibratil o en circulos, y los inméviles (Garner, 1993).
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9.3 Concentracion letal media (CLso)
Con el fin de determinar la CLso, Se capacitaron espermatozoides con PFDA y en el
grupo control los espermatozoides se capacitaron sin toxico. La capacitacion se realizo
como se describe en el apartado 9.5. Con base en estudios realizados en el laboratorio
de Andrologia (datos no publicados), se utilizaron las concentraciones de: 150, 300,
500 y 750 uM de PFDA para determinar la CLso, mediante el la prueba de regresion

Probit (NCSS, 2021).

9.4 Evaluacion de laintegridad de la membrana plasmatica
Se evalu6 mediante la prueba de solucién hiposmotica (HOS), segun (Ortiz et al., 2022)
con modificaciones. Se tomé una alicuota de 50 puL de muestra conteniendo 20x106
espermatozoides, se mezclo con 1 mL de citrato de sodio (100 mOsm) y se incubaron
durante 30 min a 37 °C. Posteriormente, se fijaron con formaldehido- glutaraldehido 3
y 0.2% (v/v). Se realizo el conteo clasificando de acuerdo con los siguientes criterios
de acuerdo a la clasificacion: 1) el enrollamientoe hinchazon del flagelo se consideran
Vivos ya que reaccionan al cambio osmotico del medio y se les denomina HOS+ y 2)
la ausencia de respuesta indica dafio a la membrana y se les denomina HOS- y se

consideran espermatozoides muertos (Sichtaiet al. 2019).

9.5 Capacitaciéninvitro
Una vez lavados los espermatozoides mediante centrifugacion por 5 minutos a 600 g
con solucién salina de fosfatos, se incubaron 25 x10° espermatozoides/mL en un frasco
de cultivo (Nunc, Roskilde Denmark) conteniendo 1 mL de medio de capacitacion

TALP-HEPES (Tyrode-Albumina-Lactato-Piruvato) (114 mM NacCl, 3.2 mMKCI, 2.0 mM
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CacClz, 0.5 mM MgCl2+6H20, 25 mM NaHCO3, 0.4 mM, NaH2PO4+H20, 10 mM lactato de
sodio, 0.1 mM piruvato de sodio). El dia de uso, se suplementé el medio con 6 mg/mL
BSA fracciéon V y 1 mM de Piruvato de Sodio, pH de 7.4 (Jiménez et al., 2003). Se
incubaron durante 4 horas a 38°C, en una atmosfera himeda y 5% (v/v) de CO:2

(Jiménez et al., 2002; Jiménez et al., 2006).

La eficiencia del proceso de capacitacion se evalu6 por medio de la tincion con
clortetraciclina (CTC). Se analizaron 200 células y se clasificaron de acuerdo con los

patrones de fluorescencia ya establecidos (Kwon et al, 2018) (Figura 8):

a. espermatozoides no capacitados (NC) aquellos que presentaron fluorescencia

intensa en toda la cabeza y pieza media del flagelo.

b. espermatozoides capacitados aquellos que presentaron fluorescencia intensa

en el acrosoma y en la pieza media del flagelo.

Figura 8. Imé4genes representativas de los patrones con la tincibn de CTC en
espermatozoides de cerdo. A) sin capacitar (NC), b) capacitados (C). Tomada y editada

de (Kwon et al., 2018).
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9.6 Tratamiento con PFDA

Los espermatozoides se incubaron durante el periodo de capacitacion con

concentraciones de PFDA: Y/5CLso (73 yM), ¥2 CLso (181 uM ) y CLso (362 uM).

9.7 Evaluacion de la distribucion de MDM
Se fijaron los espermatozoides con formaldehido durante 30 minutos al 3 % (v/ V) y
glutaraldehido al 0.2 % (v / v), y se hizo un lavado con agua destilada. Se colocaron
alicuotas de 20x108 células/mL en portaobjetos y se dejaron secar durante 12 horas.
Una vez secos, se permeabilizaron con PBS-Triton al 0.1 % durante 20 min. Después
de tres lavados de PBS, se incubaron durante 12 horas a temperatura ambiente con
el anticuerpo primario anti-flotilina 1 (1:50) (Santa Cruz Biotechnology, #cat: sc-13313)
en solucion de bloqueo (BSA al 1 % en PBS). Los portaobjetos se incubaron durante
2 horas a 37°C con el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con FITC (1:50), se

lavaron y se analizaron mediante el microscopio de fluorescencia (Ortiz et al, 2022).

9.8 Analisis estadistico
Cada parametro se analizd con la prueba estadistica ANOVA seguida de una prueba
de TUKEY para evaluar si existen diferencias significativas entre grupos
experimentales, asi como entre grupos control y los grupos experimentales. En el caso
de la concentracién letal media, se utilizé la prueba de regresion PROBIT (Finney,

1952).
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10. RESULTADOS

10.1 Efecto del PFDA en la mortalidad espermatica
En la figura 9 se observa la mortalidad de espermatozoides expuestos a PFDA, a 150
y 300 uM se increment6 la mortalidad sin ser estadisticamente significativas con
respecto a los controles 22% contra 34 y 36% respectivamente. Cuando se incubaron
con 500 y 750 uM de PFDA la mortalidad se incrementé de manera significativa con
respecto a los controles, 43 y 88% con 500 uM y 750 pM respectivamente. Estos
resultados indican que a mayor concentracion de PFDA, mayor proporcion de

espermatozoides muertos.
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Figura 9. Efecto de PFDA sobre la mortalidad de espermatozoides de cerdo. ANOVA, post hoc
Tukey. * Corresponden a diferencias significativas con respecto al grupo control (0 uM), p<0.05;
media + DE; n=4 por duplicado. NC= no capacitados; DMSO= dimetilsulféxido (diluyente del

PFDA); PFDA= acido perfluorodecanoico.
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Con estos resultados, se calculé la CLso, mediante la regresiéon PROBIT para modelar
variables dicotémicas o binarias, obteniéndose un valor de 361.6 uM con limite inferior
de 274 y superior de 457 pM (Tabla 1). La regresion PROBIT, es una prueba
fundamental en toxicologia, su aproximacion se justifica cuando la variacion de
respuesta puede racionalizarse como una distribucién log normal de tolerancias entre
los sujetos de la prueba, donde la tolerancia de un sujeto particular es justo la dosis

suficiente para la respuesta de interés (Brownlee et al., 1952).

Probabilidad Estimacion Limite inferior Limite superior
.450 292.661 195.925 379.913
.500 361.605 274.052 457.594
.550 430.550 344.848 542.606

Tabla 1. CLso (UM) de PFDA en espermatozoides de cerdo calculada por el programa PROBIT.

10.2 Efecto del PFDA en la integridad de la membrana plasmatica
En la figura 10 se muestran imagenes representativas de los patrones caracteristicos
de la prueba hiposmdtica, clasificados como HOS +/ -. En la figura 10A se observan
espermatozoides con un enrollamiento marcado al final del flagelo, asi como flagelo
hinchado; en la figura 10B se muestra un espermatozoide sin ningun tipo de
enrollamiento o hinchazoén en el flagelo, lo cual denota dafio a membrana plasméatica
pues ya no hay flujo osmoético al interior; en la figura 10C se observa un
espermatozoide con HOS+ mostrandose otro tipo de enrollamiento, comenzando
ahora desde la pieza media, y también se observa un espermatozoide con HOS- con

un flagelo sin enrollamiento el cual tiene dafiada la membrana plasmaética.

22



HOS -

A B & 10 pm

Figura 10. Patrones caracteristicos de la prueba hiposmética. A: HOS+: espermatozoides con
flagelo enrollado (sin dafio en membrana plasmatica); B: HOS- espermatozoides con flagelo no

enrollado (con dafio en membrana plasmatica); C: espermatozoides con HOS+ y HOS-.

Se hizo un arreglo dosis-respuesta obteniendo la proporcién de espermatozoides con
dafio a membrana plasmatica con PFDA a concentraciones de 150, 300, 500 y 750
MM. Se observo que el dafio se incremento significativamente con respecto al control
desde 150 pM, 27% de espermatozoides con membrana plasmatica dafada,
incrementando de manera paulatina conforme se aumento la concentracion dafiando

51, 61, y hasta 86% con 300, 500 y 750 uM de PFDA respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Prueba hiposmoética en espermatozoides de cerdo tratados con diferentes
concentraciones de PFDA. HOS- porcentaje de espermatozoides con dafio de la membrana
plasmética producido por PFDA. ANOVA, post hoc Tukey. * Corresponden a diferencias
significativas con respecto al grupo control (0 uM), p<0.05; media + DE;n=4 por duplicado.

PFDA= &cido perfluorodecanoico.

10.3 Efecto del PFDA en la capacitacién espermatica
En la figura 12 se muestra el efecto del PFDA en la capacitacion, el grupo control (0
UM) alcanz6 66% espermatozoides que lograron realizar la capacitacion. Se aprecia
gue el proceso de capacitacion disminuyé de manera significativa cuando los
espermatozoides fueron tratados con concentraciones subletales de PFDA (73, 181y
362 uM), de tal manera que solo se capacitaron 26, 39 y 29%, respectivamente. Esto
muestra que hubo una disminucién considerable en cuanto a la eficiencia del proceso

de capacitacion, el cual bajo a casi la mitad respecto al grupo control.
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Figura 12. Porcentaje de espermatozoides de cerdo capacitados en presencia de PFDA. ANOVA,
post hoc Tukey. * Corresponden adiferencias significativas con respecto al grupo control (0 pM),

p<0.05; media + DE; n=4 por duplicado. NC= no capacitados; PFDA=acido perfluorodecanoico.

10.4 Efecto del PFDA en la distribucion de microdominios de membrana
Los espermatozoides se capacitaron en presencia de concentraciones subletales de
PFDA (73, 181 y 362 uM) y se revelo flotilina-1 usando un anticuerpo anti-flotilina-1,
debido a que la Flotilina 1 se utiliza como marcador para microdominios de membrana.

Se observaron cinco patrones de fluorescencia (Figura 13):

Patrén 1: fluorescencia homogénea en toda la regioén acrosomal.

Patrén 2: fluorescencia en la parte anterior del acrosoma.

Patrén 3: fluorescencia intensa en la region apical del acrosoma presentando (corona).
Patrén 4. fluorescencia homogénea en toda la cabeza.

Patrén 5: fluorescencia en la region post-acrosomal.
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Una vez que fueron identificados los patrones de fluorescencia, con estos mismos
datos se determind la proporcidon de espermatozoides que presentaron cada uno de
los patrones. En el grupo de espermatozoides no capacitados predominaron los
patrones 1 y 2 con el 33 y 30%, respectivamente, asi mismo, en el grupo de
capacitados sin PFDA podemos observar que el patron predominante fue el 3 con un
42%. Por otro lado, en los tres grupos tratados con PFDA a diferentes concentraciones
(73, 181 y 362 pM ) hubo predominancia de los patrones 1 y 2, asi como una
disminucién en el patrén 3 con 26, 25y 21%, respectivamente con respecto al grupo
control de capacitados. Como se observa, en los grupos tratados con PFDA los MDM
se distribuyeron con mayor frecuencia en las zonas caracteristicas de
espermatozoides no capacitados, lo cual nos permite proponer que la distribucion de

los MDM se ve alterada en presencia de PFDA (Figuras 13 y 14).

o |
4

Figura 13. Patrones de fluorescencia en espermatozoides de cerdo en presencia de

concentraciones subletales de PFDA (73, 181 y 362 pM). Los microdominios se evaluaron
mediante localizacion con flotilina-1. 1) Fluorescencia homogénea en toda la region acrosomal;
2) Fluorescencia en la parte anterior del acrosoma; 3) Fluorescencia intensa en la regién apical
del acrosoma; 4) Fluorescencia homogénea en toda la cabeza; 5) Fluorescencia en la regién post-
acrosomal.
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Figura 14. Porcentaje de frecuencia de patrones en espermatozoides de cerdo capacitados en
presencia y ausencia de PFDA. ANOVA, post hoc Tukey * % = Corresponden a diferencias
significativas con respecto al grupo control (0 uM), p<0.05; media + DE; n=4 por duplicado. NC=
no capacitados; PFDA= acido perfluorodecanoico.
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11. DISCUSION

En el caso de una muestra de semen porcino, para que sea clasificada como
normospérmica, debe tener una mortalidad menor del 20% (Alkmin et al., 2013). Dada
la similitud del espermatozoide de cerdo con el de humano, es importante mencionar
gue de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para que una muestra
sea considerada como normospérmica no debe sobrepasar un 42% de
espermatozoides muertos (WHO, 2021). En este trabajo los espermatozoides
capacitados (grupo control) presentaron 24% de mortalidad, valor aceptable dentro de
los rangos establecidos. Sin embargo, al tratarlos con PFDA la mortalidad se
incrementd de manera dependiente de la concentracion hasta 43% con 500 uM y 88%
en 750 uM. Estos resultados concuerdan con un estudio en el cual se evalua el efecto
de dos compuestos perfluorados diferentes (PFOA y PFOS) en la mortalidad de
espermatozoides de cerdo, en donde reportan mortalidades del 76% con 2500 uM de
PFOA y hasta 97% a 3000 uM de PFOS (Ortiz et al., 2022). En otro estudio realizado
por Oseguera y colaboradores (2020), se reportaron mortalidades altas que van del

75% al 85% utilizando PFOS 1000 uM y PFHxS 2500 pM (Oseguera et al., 2020).

La concentracion letal media (CLso) de PFDA fue de 362 uM. De acuerdo con Roldan
(2016), la Dosis Letal Media es aquella dosis de xenobidtico que causa la muerte de
la mitad de la poblacién experimental de organismos en estudios in vivo. Debido a que
nosotros realizamos estudios in vitro, el valor toxicologico es la concentracion del
compuesto en el medio de incubacion. Boujrad y colaboradores (2000) mencionan que
los compuestos perfluorados aumentan su toxicidad cuantos mas carbonos tenga su

cadena. En este caso, PFDA tiene mayor nimero de carbonos en su cadena (10).
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en comparacién con PFOS (8), PFHxS (6) y PFOA (8). Por lo que, podemos proponer
que la toxicidad de PFDA en espermatozoides de cerdo es mayor en comparacién con

otras PFAS.

Esta aseveracion coincide al comparar las CLso de otros estudios ya reportados con
PFOS, PFHxS y PFOA en espermatozoides de cerdo, enlos que la CLso fue de 460
uM, 1930 uM y 1894 uM, respectivamente (Oseguera et al., 2020; Ortiz et al., 2022).
Al comparar la CLso de PFDA con la de estos compuestos perfluorados, podemos
observar que, efectivamente la de PFDA es menor, es decir, se necesita menos
cantidad de PFDA para generar toxicidad. Esto también lo podemos confirmar
haciendo una comparacion con la mortalidad de este estudio con los estudios
mencionados anteriormente ya que, para obtener un resultado de mortalidad
estadisticamente significativo se requirieron concentraciones de 1000 uM de PFOS,
1500 uM de PFOA 'y 2500 uM de PFHXS (Oseguera et al., 2020; Ortiz et al., 2022), en
cambio en el presente estudio con PFDA se requirié Unicamente una concentracion de

500 uM para provocar dafio a la célula.

La prueba hiposmoética o también denominada enddsmosis, permite estimar la
integridad funcional de la membrana plasmatica de los espermatozoides. Se considera
anormal para la fertilidad una muestra con un 60% o mas de espermatozoides con
dafio membranal, evidenciado mediante la prueba hiposmotica (Zubair et al., 2015).
En dos de los tres grupos tratados con PFDA se obtuvieron porcentajes mas altos que
los aceptados (61 y 85%) a concentraciones de 500 y 750 uM, respectivamente, por lo
gue se observo que, conforme aumentan las concentraciones de PFDA, aumenta el

dafio a membrana plasméatica. Estas conclusiones coinciden con los resultados
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obtenidos al evaluar su efecto sobre la mortalidad de los espermatozoides. Por otro
lado, el dafio a membrana provocado por PFDA coincide con los resultados mostrados
por Ortiz y colaboradores (2022) en donde evallan el efecto de otros compuestos
perfluorados (PFOS y PFOA), reportando afectaciones en la funcionalidad de la
membrana de espermatozoides de cerdo con un 47% y 49% de dafio a membrana con

274 UM de PFOS y 950 uM de PFOA, respectivamente.

Se ha demostrado que espermatozoides que no presentan hinchazoén ni enrollamiento
del flagelo es porque no tuvieron la capacidad de reaccionar a un ambiente
hiposmotico, lo que revela una evidente falta de funcionalidad en la membrana (Cabrita
et al., 1999). Este efecto se ha asociado con disfunciones de las proteinas de la
cabeza, pieza media y flagelo, afectando por consecuencia la calidad y funcion
espermatica y, por tanto, la fecundacion (Jeyendran et al., 1984). En el caso de los
patrones que encontramos en la prueba positiva hiposmética, coinciden con los
reportados por Jeyendran (1984), donde se muestra una representacion esquematica
de cambios morfoldgicos tipicos en espermatozoides humanos sujetos a estrés
hiposmotico, asi como Comercio y colaboradores (2013), en las especies canina y

felina, y Ortiz y colaboradores (2022) en cerdo.

Desde el descubrimiento de la capacitacion espermatica, se han desarrollado varios
métodos para caracterizar este complejo proceso biolégico. De acuerdo con Ded y
colaboradores (2019), la tincion de CTC es un método para determinar el proceso de
capacitacion en espermatozoides de cerdo in vitro. La capacitacion es esencial para el
éxito de la unién del espermatozoide al ovocito y, por tanto, de la fecundacion, por lo

gue su alteracion o inhibicién puede afectar de manera negativa la fertilidad.
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De acuerdo con nuestros resultados, el grupo control (capacitado sin PFDA) tuvo una
eficiencia de capacitacion del 66%. En el caso de todos los grupos experimentales a
los que se les agregd PFDA a diferentes concentraciones (73, 181 y 362 uM), se
encontré una disminucién en el numero de espermatozoides que lograron realizar la
capacitacion. Estos resultados coinciden con dos estudios realizados en 2020 y 2022
en los que evaltan el efecto de otros compuestos perfluorados (PFOS y PFOA) en el
proceso de capacitacién (Oseguera et al., 2020 y Ortiz et al., 2022), es decir, también

disminuyeron el nimero de espermatozoides capacitados.

En el proceso de capacitacion la membrana plasmatica pasa por una serie de
modificaciones entre las que destacan el reordenamiento de proteinas, lipidos,
microdominios de membrana, asi como el flujo de iones, para desencadenar vias de

sefalizacion (Gadella et al., 2008).

Si relacionamos la proporcion baja de espermatozoides que se capacitan en presencia
de PFDA, asi como nuestros resultados de mortalidad y dafio a membrana, podemos
sugerir que este proceso se esta alterando debido a que el PFDA esta afectando la
membrana plasmatica del espermatozoide. Uno de los eventos esenciales para que
se logre la capacitacion es la pérdida de colesterol. El eflujo del colesterol favorece
entre otras cosas, que la membrana sea mas dinamica perdiendo su rigidez,
promoviendo la translocacion de algunas proteinas a la zona ecuatorial, donde son
necesarias para que el espermatozoide posteriormente pueda adherirse al ovocito
(Gadella et al., 2008). En un estudio in silico se reportd que algunos compuestos
perfluorados tienen las propiedades fisicoquimicas necesarias para tender a

incrustarse “como agujas” en la bicapa lipidica, provocando que tenga mas espesor y
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sea mas compacta generando un efecto similar al del colesterol (Shen et al., 2020),
debido a esto, el efecto es la falta de fluidez y de intercambio de moléculas que son

esenciales para el proceso de capacitacion (Figura 15).

En el espermatozoide, la arquitectura lipidica de la membrana plasmética juega un
papel importante para la adquisicién de la capacidad fecundante. Hay evidencia de
gue las membranas de los espermatozoides contienen microdominios que forman
balsas lipidicas (Lopez et al., 2020), mismos que van a sufrir cambios en su distribucion
espacial durante el proceso de capacitacion (Selvaraj et al, 2006). Existen proteinas
reportadas como proteinas implicadas en la formacién de microdominios de membrana
entre las que se encuentran las flotilinas. La familia de flotilinas esta compuesta por
dos miembros homélogos (flotilina-1 y flotillina-2), que se conservan evolutivamente
(Guzman et al., 2019), y se ha reportado su presencia en espermatozoides de cobayo
y de cerdo (Maldonado et al., 2017; Van Gestel et al., 2005; Ortiz et al., 2022). En
espermatozoides de cerdo, se ha detectado flotilina en la membrana plasméatica sobre

el acrosoma (Van Gestel et al., 2005).

En el presente estudio, los grupos control de espermatozoides no capacitados,
presentaron una distribucién homogénea en toda la region acrosomal y en el grupo de
espermatozoides a los que se les indujo la capacitacion, la distribucibn dominante fue
la que se presenté en la cresta apical de la cabeza del espermatozoide, ambos
patrones coinciden con lo reportado por otros autores (Maldonado et al., 2017; Van
Gestel et al., 2005; Ortiz et al., 2022). Se ha demostrado que la localizacion de las
balsas lipidicas en la zona apical es importante porque participa posteriormente en el

reconocimiento de la ZP (Boerke et al., 2008).
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En los espermatozoides capacitados en presencia de PFDA, la distribucion dominante
fue homogénea en todo el acrosoma, especifica para espermatozoides no
capacitados. De acuerdo con estos resultados se propone que el PFDA esta
impidiendo el reordenamiento adecuado de la flotilina-1, marcador de los MDM en

condiciones de capacitacion in vitro.

Se ha demostrado que la pérdida de colesterol estabiliza la estructura de las balsas
lipidicas provocando cambios en su tamafio, distribucién y contenido de glicoproteinas
(Kabouridis et al., 2000). En este caso, podemos proponer que la poca o nula movilidad
de los MDM en los grupos tratados con PFDA, podria ser resultado de una
compactacion de la membrana plasmatica como mencionan Shen y colaboradores
(2020) en su estudio in silico ya que, al insertarse el PFDA a la membrana, ésta se
compacta y no permite el dinamismo requerido entre los MDM durante la capacitacion
espermatica. Es bien sabido que para que exista un reordenamiento adecuado de
MDM se necesita que la membrana plasmatica aumente su fluidez. En el presente
estudio se present6 hasta un 89% de dafio membranal en grupos tratados con PFDA,
por lo que podemos sugerir que el PFDA no esta permitiendo que ocurran los eventos

necesarios para que suceda una distribucion correcta de los MDM (Figura 15).

Los resultados observados en este trabajo dejan evidencia clara de que el proceso de
capacitacion es alterado ante la presencia de PFDA, afectando su capacidad
fertilizante, sin embargo, aun queda un amplio campo de investigacion para esclarecer

los mecanismos de accion.

En la Figura 15 se presenta el modelo propuesto de dafio a membrana de PFDA sobre

la membranay el proceso de capacitacion de espermatozoides de cerdo. Con base en
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la literatura, se propone que el PFDA se incrusta en la membrana del espermatozoide
de manera pasiva, ocupando lugares entre los lipidos de la bicapa lipidica, lo que le
dard mayor rigidez y compactacion (funcion parecida a la del colesterol). Como
resultado, no habré la fluidez necesaria para que los MDM se movilicen. Asi mismo,
no se activaran los canales ionicos, por lo que no seré posible el intercambio de los
iones necesarios para que se dé de manera correcta el proceso de capacitacion. Es
bien sabido que la pérdida de colesterol es necesaria para que exista fluidez y por lo
tanto reordenamiento adecuado de los MDM, de esta manera, si el PFDA esta dandole
compactacion y engrosamiento a la membrana (Shen et al., 2020), esto no va a permitir

gue se distribuyan en el lugar necesario para que realicen su funcion.
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Figura 15. Modelo propuesto de dafio a membrana de PFDA sobre la membranay el proceso de

capacitaciéon de espermatozoides de cerdo.
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12. CONCLUSIONES

Se determind la concentracion letal media de PFDA en espermatozoides de cerdo in
vitro, la cual resulté ser menor a la reportada para PFOS y casi cinco veces menor que

la reportada para PFHXS y PFOA, es decir, es mas toxico.

A concentraciones subletales, este compuesto altera la fisiologia de la membrana

plasmética de los espermatozoides.

El dafio también repercute en la redistribucién de los microdominios de membrana
durante la capacitacion, y esto se relaciona con la disminucion de la eficiencia de los
espermatozoides para realizar el proceso de capacitacion, el cual es indispensable

para que el espermatozoide realice la reaccion acrosomal y logre fecundar al évulo.
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