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Resumen 

Los compuestos perfluorados (PFCs) desde los 50s han sido usados ampliamente en 

productos industriales y de uso común, investigaciones recientes han reportado 

efectos negativos en los procesos fisiológicos de los organismos expuestos, a estos 

compuestos ya sea de manera directa o indirecta. El objetivo del presente trabajo fue 

determinar el posible mecanismo de los perfluorados PFOA y PFOS en la aglutinación 

espermática en un modelo de espermatozoides de cerdo durante el proceso de 

capacitación in vitro. Se realizaron ensayos in vitro con espermatozoides de cerdo 

capacitados in vitro con y sin exposición a PFOA, PFOS, Cu2+; también se adicionaron 

los agentes reductores D-PEN y/o DTT para comprobar si PFOA y PFOS median la 

aglutinación por reducción de grupos sulfhidrilo (-SH). Se encontró que a 1500 PM de 

PFOA y 1000 PM de PFOS, disminuyó la viabilidad en un 20 % y 30 % con respecto 

al control, respectivamente; también se observó que afectan el proceso de 

capacitación ya que a 1000 PM en el caso de PFOA y a 500 PM para PFOS, ambos 

compuestos disminuyeron en un 15 % el número de espermatozoides capacitados con 

respecto al grupo control. Aunque ambos compuestos PFOA y PFOS presentan 

aglutinados, se observaron diferencias entre ellos. PFOA y Cu2+ generaron un 

incremento de los aglutinados pequeños y al ser adicionado D-PEN en conjunto con 

PFOA se formaron aglutinados tipo rosetas. En el caso de PFOS no se observó ningún 

cambio respecto al grupo control (sin PFCs) y la interacción de D-PEN con PFOS o D-

PEN con Cu2+ generó un incremento de los aglutinados grandes. Estos hallazgos 

indican que ambos compuestos ejercen su acción de manera diferente. La adición de 
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DTT a cada uno de los grupos tratados con PFCs y Cu2+ generó un incremento de los 

aglutinados de tipo roseta y de los medianos. Los resultados con D-PEN y DTT 

sugieren que los grupos -SH participan en la aglutinación mediada por PFOA y PFOS. 
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Abstract 

Perfluorinated compounds (PFCs) since the 50s have been widely used in industrial 

and common use products, recent research has reported negative effects on the 

physiological processes of exposed organisms, to these compounds either directly or 

indirectly. The present work aims to determine the possible mechanism of the per-

fluorinated PFOA and PFOS in sperm agglutination in a boar sperm model during the 

in vitro capacitation process. In vitro capacitation tests were carried out in boar sperm 

with and without exposure to PFOA, PFOS, Cu2+; the reducing agent D-PEN and / or 

DTT were also added to verify if the perfluorinated PFOA and / or PFOS mediate 

agglutination by reduction of sulfhydryl groups (-SH). It was found that at 1500 µM of 

PFOA and 1000 µM of PFOS, the viability decreased 20 % and 30 % with respect to 

the control, respectively; it was also observed that they affect the capacitation process 

at 1000 µM of PFOA and 500 µM of PFOS, both compounds decreased 15 % the 

capacitation process with respect to the control group. Although both compounds 

PFOA and PFOS present agglutinates differences. PFOA and Cu2+ generated an 

increase in small-size PFOS values do not change with respect to the control group 

(without PFCs) and the interaction of D-PEN with PFOS or D-PEN with Cu2+ generated 

an increase in large-size agglutinates. These findings indicate that both compounds act 

differently. The addition of DTT to each of the groups treated with PFCs and Cu2+ 

generated an increase in rosette-like and medium-size agglutinates. The results with 

D-PEN and DTT suggest that sulphydryl groups (-SH) mediated the agglutination by 

PFOA and PFOS.  
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1. Introducción 

1.1 Compuestos perfluorados 

Los compuestos perfluorados (PFCs) están constituidos por cadenas alifáticas 

modificadas, en las que se sustituyen los átomos de hidrógeno por otros de flúor, 

formando enlaces covalentes carbono-flúor (figura 1), que les confiere estabilidad 

química, térmica y actividad superficial. Los PFCs son de carácter anfifílico, ya que la 

cadena es hidrófoba junto con un grupo terminal hidrofílico. Los PFCs poseen 

propiedades únicas como resistencia a la degradación física, química, metabólica y al 

fuego, son repelentes a aceites, grasas y al agua (Beggs et al., 2016). Los PFCs 

pueden sintetizarse a partir de compuestos perfluoro o polialquilados.  

 

 

Figura  1. Estructura química de los compuestos perfluorados. a) PFOA, b) PFOS. 
Tomada de (Biblow, 2016). 

 

 

Existen dos grupos de perfluoroalquilados, los que contienen en su estructura un grupo 

carboxilo (-COOH), como el ácido perfluorooctanoico (PFOA), y los que tienen un 

grupo sulfonato (-SO3-), como el sulfonato de perfuorooctano (PFOS) (figura 1). Ambos 
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PFCs poseen una cadena de ocho átomos de carbono, variando únicamente en el 

grupo funcional terminal. 

Los PFCs se han producido y utilizado desde los años 50s del siglo pasado, debido a 

sus propiedades surfactantes y su alta resistencia a la degradación, se han usado 

ampliamente en la industria y en productos de uso cotidiano, como es el caso de 

recubrimientos de aceros, textiles, empaques de comida, productos de limpieza, 

curtido de pieles, en las industrias petrolera y electrónica, etc. (Beggs et al., 2016; Kang 

et al., 2016; Xu et al., 2019). La producción, distribución y uso excesivo, tanto de PFOS 

como de PFOA, han generado una gran acumulación, considerándose contaminantes 

ambientales a nivel mundial.  

Los productos de consumo y uso cotidiano, como los alimentos y el agua son los 

medios principales de exposición a estos compuestos perfluorados. Para PFOS la 

ingesta diaria tolerable (TDI) es de 150 ng por Kg de peso corporal, mientras que la de 

PFOA es de 1500 ng por Kg de peso corporal, según el último informe sobre PFCs de 

la European Food Safety Authority (EFSA), en 2008 (Leter et al., 2014). El exceder 

estos valores de referencia a través de la dieta es improbable, pero es posible 

encontrarlo en personas ocupacionalmente expuestas en plantas de producción de 

PFCs, reportándose una concentración de 5000 ng/mL para PFOA y de 1000-2000 

ng/mL para PFOS en plasma (Yang et al., 2017). La vida media de PFOS y de PFOA 

es de 2 a 5 años en organismos, debido a su bioacumulación (Beggs et al., 2016; Kang 

et al., 2016; Xu et al., 2019). 

En décadas recientes se han implementado políticas de regulación, por ejemplo, el 

Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Orgánicos Persistentes (POPs) 
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celebrado en el 2015. El comité decidió que se deberían desarrollar criterios de 

selección para PFOA y compuestos relacionados. PFOS ya estaba incluido en dicho 

convenio en el 2009 (Kang et al., 2016). La amplia distribución de estos compuestos 

en fuentes de agua ha contribuido al establecimiento de límites para que el agua sea 

considerada apta para el consumo humano por la Agencia de Protección Ambiental de 

los Estados Unidos (US EPA), por el Instituto Federal Alemán de Evaluación de 

Riesgos (BfR) en Alemania y por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 

(EFSA) (Roos et al., 2008). En países industrializados se han implementado formas 

de reducir su uso, por lo menos los de cadena larga, como son el PFOA y PFOS, 

sustituyéndolos por compuestos de cadena más corta como el ácido 

pefluorohexanoico (PFHxS); no obstante, en países en creciente industrialización y 

países en vías de desarrollo, aún siguen siendo utilizados (Raymer et al., 2012; Roos 

et al., 2008). 

La primera evidencia de que los PFCs suponen un riesgo para la salud se obtuvo de 

estudios realizados con animales de experimentación, aunque para que se 

establezcan conclusiones válidas es necesario realizar experimentos a largo plazo, ya 

que cuando se trata de sustancias lipofílicas, se acumulan en tejido graso y pueden 

causar efectos tóxicos tardíos (Steves et al., 2018). Los efectos nocivos de estos 

tóxicos se observaron en hígado, sistema inmune, sistema reproductor, entre otros (Xu 

et al., 2019; Yang et al., 2017; Zeng et al., 2019). También pueden producir efectos 

tóxicos sobre el pulmón y pueden actuar como disruptores endocrinos, alterando los 

niveles hormonales (Lei et al., 2015; Xu et al., 2019), pueden ocasionar aumento de la 

concentración de colesterol y aumentar el riesgo de padecer ciertos tipos de cáncer 
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(Kang et al., 2016; Xu et al., 2019). Se debe tener especial precaución en mujeres 

embarazadas ya que la exposición a PFCs puede conllevar al desarrollo de 

preeclampsia teniendo efectos tanto en la madre como en el producto (Wikström et al., 

2019). Por otra parte Johnson y colaboradores (2014) mencionan que hay una 

repercusión en el peso fetal en humanos durante la etapa prenatal ocasionada por la 

exposición a PFOA así como en roedores. Se ha observado que las vías principales 

de exposición a los PFCs son la ingesta de comida y agua, la inhalación, y la leche 

materna (Louis et al., 2015). 

 

1.2 Morfología del espermatozoide de cerdo 

Las células espermáticas son las células haploides masculinas, cuya función es 

almacenar y transmitir la información genética de padre durante el proceso de 

fertilización hacia el ovocito, desencadenando en la formación de un nuevo organismo. 

La célula espermática está delimitada por una membrana plasmática y está formada 

por una cabeza y un flagelo o cola, unidas por la pieza de conexión (figura 2). La mayor 

parte de la región de la cabeza corresponde a núcleo y el acrosoma; el flagelo se 

subdivide en tres regiones: la pieza media que contiene la hélice mitocondrial, la pieza 

principal y la pieza terminal; el acrosoma es un pequeño saco que contiene enzimas 

que ayudan al espermatozoide a atravesar las capas que rodean al óvulo y poder lograr 

la fertilización; las mitocondrias generan la energía necesaria para la movilidad de la 

célula espermática (Briz & Fàbrega, 2013). 
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Figura  2. Representación esquemática de los componentes del espermatozoide de 
cerdo, así como sus dimensiones de un espermatozoide normal. Tomada y modificada 
de (Briz & Fàbrega, 2013). 

 

 

1.3 Fisiología espermática 

Los espermatozoides sufren una serie de cambios morfológicos, bioquímicos y 

fisiológicos durante el recorrido epididimal, los cuales son atribuidos a la subsecuente 

interacción con secreciones específicas del epitelio epididimal (Burgos et al., 1992). El 

tiempo requerido para que los espermatozoides de cerdo atraviesen el epidídimo es 

de tres días en la cabeza, dos en el cuerpo y de cuatro a nueve en la cola. Durante el 

paso de los espermatozoides a través del epidídimo, ocurre el proceso de maduración 

que toma lugar principalmente en las primeras dos regiones del epidídimo; una vez 

Fagelo
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terminado este proceso, los espermatozoides se van almacenado en la cola del 

epidídimo hasta que son eyaculados (Hess & de Franca, 2008). La duración de la 

travesía de los espermatozoides a través del epidídimo varía entre especies y se 

puede reducir de un 10-20 % cuando aumenta la frecuencia con que este eyacula 

(Setchell, 1991). Como resultado de esto, se pueden encontrar células con diferentes 

estados de madurez en un eyaculado, lo que contribuye a aumentar o disminuir el 

potencial de fertilidad (Briz et al., 1995). 

Durante su paso a través del epidídimo, los espermatozoides se enfrentan a 

variaciones en el ambiente iónico; en la cabeza del epidídimo la concentración de iones 

sodio es superior a 100 nM y disminuye hasta <50 mM en la cola. Dichas variaciones 

ejercen un efecto de maduración sobre la célula espermática, lo que se ve reflejado en 

procesos morfo-fisiológicos como: modificaciones en los patrones de movimiento, de 

la forma del acrosoma y de la membrana plasmática, cambios en los patrones 

metabólicos, en la estructura de los organelos de la cola y en la cromatina nuclear, 

pérdida de la gota citoplasmática y disminución progresiva del agua con aumento de 

la gravedad específica (Briz et al., 1995). 

 

1.3.1 Capacitación espermática 

La capacitación espermática es un proceso que requiere el espermatozoide para poder 

adquirir la habilidad fertilizante, en el cual ocurren distintos cambios bioquímicos. El 

proceso de capacitación es llevado acabo por un incremento en la concentración 

intracelular de bicarbonato que está mediada por canales iónicos de cloro/bicarbonato 

(Cl-/HCO3-) y sodio/bicarbonato (Na+/HCO3-) así como por efecto de la anhidrasa 
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carbónica que puede estar involucrada en el mantenimiento de altas concentraciones 

de bicarbonato por la conversión del CO2 difundido (Flesch & Gadella, 2000). Este 

incremento permite la activación de la adenilato ciclasa soluble (ACs) que incrementa 

las concentraciones de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), generando la 

activación de proteína cinasa A (PKA) que media la activación de proteínas tirosina 

cinasas (PTKs) incrementando la fosforilación de proteínas en residuos de tirosina y 

una inhibición de las proteínas tirosina fosfatasas (PTPs) (Bernecic, Gadella, et al., 

2019). Esto permite la reorganización de la membrana mediante la activación de 

escramblasas permitiendo la remoción de colesterol lo cual incrementa la fluidez de la 

membrana y rearreglo de fosfolípidos, así como la activación de canales de Ca2+ 

favoreciendo un incremento de Ca2+ mediante canales dependientes de voltaje, 

canales CatSper, e intercambiadores de sodio-calcio (Na+/Ca2+) y Ca2+-ATPasa 

(Visconti et al., 2011).  

La entrada de calcio (Ca2+) genera la hiperactivación, que es un evento que estimula 

la movilidad propulsora requerida para los eventos que conducen a la unión a la zona 

pelúcida (ZP); los factores descapacitantes son eliminados de la superficie del 

espermatozoide, descubriendo receptores como el de progesterona (Bernecic, 

Gadella, et al., 2019).  

La redistribución de fosfolípidos, colesterol, glicolípidos y glicoproteínas favorece la 

formación de microdominios de membrana resistentes a detergentes (DRM´s por sus 

siglas en inglés) que llevan a cabo funciones como la de señalización intracelular en 

respuesta a moléculas del tracto reproductor femenino que van a permitir la liberación, 
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migración, reconocimiento e interacción de las células espermáticas capacitadas con 

las proteínas asociadas a la ZP (van Gestel et al., 2005).  

 

1.3.2 Reacción acrosomal 

La reacción acrosomal (RA) consta de una serie de cambios bioquímicos, morfológicos 

y fisiológicos que provocan la fusión de la membrana plasmática con la membrana 

acrosomal externa del espermatozoide permitiendo la liberación del contenido 

acrosomal, como las proteasas, que degradan la ZP. Este proceso genera la 

interacción entre las glicoproteínas del espermatozoide con los receptores de la ZP 

ocasionando un incremento en la fosforilación. El aumento en la concentración de 

progesterona en el oviducto y en la ZP, así como altas concentraciones extracelulares 

de Ca2+, permiten la activación de los receptores de progesterona así como un 

incremento del pH intracelular (Flesch & Gadella, 2000). Éste desencadena la 

despolarización de la membrana, así como la activación de las proteínas G y la 

activación de los canales de calcio tipo T dependientes de voltaje, permitiendo el 

incremento de las concentraciones intracelulares de Ca2+ y la activación de la 

fosfolipasa C (PLC). La activación de PTK con el Ca2+ generan la fusión de membranas 

liberando así las enzimas del acrosoma, permitiendo el paso del espermatozoide hacia 

el ovocito. Una vez que el espermatozoide interacciona con el ovocito, se realiza la 

liberación de los gránulos corticales evitando así la polispermia; la interacción y fusión 

de los gametos da como resultado final la fertilización y el desarrollo embrionario 

(Flesch & Gadella, 2000). 
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1.3.3 Aglutinación espermática 

La aglutinación espermática es la unión de 2 o más espermatozoides, pueden ser 

uniones cabeza-cabeza, cabeza-cola y/o cola-cola. De acuerdo con Monclus y Fornes 

(2016) las asociaciones espermáticas de cabeza-cabeza o cola-cola que se presentan 

en algunas especies de mamíferos en las regiones del epidídimo, así como en el tracto 

reproductor femenino, no deben ser consideradas como aglutinados sino como 

conjugación espermática que pueden ser denominadas como asociaciones, rouleaux, 

rosetas, etc. Los aglutinados denominados rouleaux se presentan en algunas especies 

de cobayo, armadillo y loris, reportándose que favorecen la inhibición de las RA 

anticipada y como un protector de la viabilidad espermática, la cual se presume que 

es regulada por la proteína WH-30; las rosetas se presentan en ratón, rata y chinchilla; 

en humanos, en estudios ex vivo (en el tracto reproductor de la mujer) se reportó la 

formación de agregados que son considerados aglutinados, sin embargo, se han 

asociado a infertilidad inmunológica; en el caso de cerdo, toro, carnero, etc., se puede 

llamar aglutinado a la asociación de dos o más células espermáticas al ser incubadas 

en un medio definido (Monclus & Fornes, 2016). En espermatozoides de cerdo se 

observó la formación de aglutinados al ser incubados en un medio de capacitación con 

análogos de AMPc y bicarbonato, los cuales no presentan efectos negativos en el 

proceso de fertilización (Bollwein et al., 2004; Harayama et al., 2003). 

Existen diversas causas que pueden generar las aglutinaciones, tanto en condiciones 

normales como patológicas. En condiciones normales, la aglutinación espermática se 

presenta durante el proceso de maduración en el epidídimo, en la que los 

espermatozoides sufren modificaciones en su estructura y adquieren factores 
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descapacitantes que inhiben el proceso de capacitación dentro del sistema 

reproductivo masculino (Bhoumik et al., 2018).  

También se pueden formar aglutinados cuando los espermatozoides se unen mediante 

sus cabezas a los cilios del epitelio de la región ampular y de la región del itsmo (Ardon 

et al., 2016), lo cual parece ser necesario para detener el proceso de capacitación 

espermática hasta la ovulación, permitiendo que el espermatozoide fertilice al óvulo 

(Betarelli et al., 2018; Ded et al., 2010).  

La presencia de aglutinación espermática puede ser debida a malformaciones en el 

espermatozoide, por contaminación bacteriana (Briz et al., 1996; Yeste et al., 2008). 

En condiciones patológicas, la aglutinación se puede deber a alteraciones 

morfológicas durante el proceso de espermatogénesis, a la interacción de los 

espermatozoides con células inmunológicas del mismo organismo, debido a 

alteraciones en los tejidos cómo la barrera hematotesticular, así como a las infecciones 

en el tracto reproductivo (Monclus & Fornes, 2016). La exposición a PFOA y PFOS se 

ha asociado con una disminución en la producción de espermatozoides en humanos 

(Joensen et al., 2009; Kang et al., 2019). En la capacitación de espermatozoides in 

vitro se ha observado que su aglutinación es favorecida por la presencia del HCO3-, 

por iones divalentes metálicos como el Fe2+ y Cu2+, que median la reducción de grupos 

sulfhidrilo (-SH) o tiol de algunas proteínas con residuos de cisteína (Leahy et al., 

2016a). El Cu2+ puede provocar alteraciones en el espermatozoide generando no solo 

aglutinación espermática sino que además puede generar un decremento de la 

movilidad progresiva el cual es irreversible, incluso con la adición de un agente 
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quelante, siendo éste, el principio de funcionamiento del dispositivo intrauterino (DIU) 

(Holland & White, 1982). 

 

1.4 Agentes reductores usados para evitar la aglutinación espermática 

Las reacciones de oxido-reducción se llevan a cabo mediante la participación de un 

agente oxidante, un agente reductor y la participación del electrón (e-) como partícula 

de intercambio. En estas reacciones una especie se oxida cediendo un electrón y la 

otra especie se reduce ganando el electrón (Cañizares Macías & Duarte Lisci, 2009). 

 

1.4.1 El cobre  

El cobre, al tener dos estados de oxidación, cuproso (Cu+) y cúprico (Cu2+), puede 

actuar como un agente oxidante o como agente reductor (Ecuación 1) (Tvrda et al., 

2015). Se puede llevar a cabo la oxidación de grupos -SH libres de proteínas con 

residuos de cisteína al reducirse, actuando como un agente oxidante; esto propicia la 

formación de los complejos cobre-sulfhidrilo de la proteína (Cu2+-RSH) y 

posteriormente la interacción de dos radicales tiolato (S-) que llevan a la formación de 

enlaces disulfuro (-SS-) generando así un incremento en la aglutinación espermática 

(Leahy et al., 2016a).  
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Ecuación  1. Reacciones de oxidación y reducción del cobre. Tomadas de (Cañizares 
Macías & Duarte Lisci, 2009). 

𝐶𝑢+ − 1𝑒− ⇌ Cu2+ 𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑐𝑖ó𝑛 

𝐶𝑢2+ + 1𝑒− ⇌ 𝐶𝑢+ reducción 

 

 

Por otra parte, el Cu2+ puede favorecer la generación de especies reactivas de oxigeno 

(EROS) por la reacción de Fenton (Ecuación 2) o Habers-Weiss (Ecuación 3), 

específicamente la formación de radicales hidroxilo (OH.) y el anión superóxido (O2.-) 

a partir del peróxido de hidrógeno (H2O2) y el anión superóxido (O2.-), pudiendo estar 

implicada en la generación de lesiones de lipoperoxidación en la membrana plasmática 

del espermatozoide (Aitken, 2017). 

 

 

Ecuación  2. Reacción de Fenton. Tomadas de (Aitken, 2017). 

𝐻2𝑂2  +  𝐹𝑒2+  →  𝐹𝑒3+  +  𝑂𝐻−  +  𝑂𝐻. 

 𝐹𝑒3+ + 𝑂2
.−  →  𝐹𝑒2+ + 𝑂2 

 

 

Ecuación  3. Reacción de Haber-Weiss. Tomada de (Aitken, 2017). 

 𝐻2𝑂2  +  𝑂2
.−  ⟶  𝑂2 + 𝑂𝐻−  +  𝑂𝐻. 
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1.4.2 D-penicilamina  

La penicilamina (D-PEN) es un producto de degradación de la penicilina que contiene 

un grupo amina, que es utilizado para tratar la enfermedad de Wilson (figura 3) 

(Abrahams et al., 1943; Sciegienka et al., 2017). D-PEN está conformada también por 

un grupo funcional carboxilo y un sulfhidrilo, por más de 50 años se ha utilizado para 

tratar las toxicidades provocadas por el cobre pero no posee propiedades 

antibacterianas (Walshe, 1956). El grupo sulfhidrilo tiene importancia biológica, ya que 

puede combinarse con una multitud de compuestos y actuar como quelante de 

moléculas como el Cu2+, arsénico, mercurio y plomo, así como antioxidante en medios 

de preservación espermática disminuyendo las EROS, mediante reacciones de oxido-

reducción (Eidelman & Lowry, 2016; Netter et al., 1987; Uribe et al., 2020). 

 

 

Figura  3. Estructura química de la D-penicilamina. Tomada de (Leahy et al., 2016a). 

 

 

Como se mencionó anteriormente, la D-PEN es un agente reductor que actúa 

generando un proceso de oxidación, lo cual ocasiona una ruptura de los enlaces 

disulfuro generando una disminución de la aglutinación; D-PEN también puede actuar 
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como agente quelante del cobre impidiendo así el proceso de oxidación de grupos - SH 

libres (Leahy et al., 2016a). 

La D-PEN actúa formando complejos con los grupos sulfhidrilo, mediante la oxidación 

de los grupos sulfhidrilo libres principalmente de residuos de cisteína generando un 

enlace disulfuro, el cual es favorecido por el tiolato (S-) que se une a los átomos de 

azufre de un enlace disulfuro; éste se rompe y forma un nuevo enlace disulfuro y el 

otro átomo es liberado como tiolato teniendo una carga negativa. Este tiolato es 

atacado nuevamente hasta favorecer la formación de un enlace disulfuro entre dos 

cisteínas de una proteína, este proceso se lleva a cabo mediante la participación de 

un agente oxidante el cual favorece la reacción, en este caso puede ser debido a la 

presencia de EROS o de un ion divalente como es el Cu2+  (Ecuación 4) (Leahy et al., 

2016a). 

 

 

Ecuación  4. Reacción de los grupos sulfhidrilo. Tomada de (Carey, 2006). 
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En espermatozoides de carnero se ha utilizado D-penicilamina (D-PEN) un agente 

reductor, antioxidante y quelante que actúa previniendo o inhibiendo la aglutinación 

generada por Cu2+. Adicionalmente el compuesto Ditiotreitol (DTT) (figura 4) también 

puede actuar como un agente reductor de enlaces disulfuro, ejerciendo un efecto 

similar a D-PEN en cuanto a reducción de -SH (Leahy et al., 2016a, 2016b). 

 

 

 

Figura  4. Estructura química del ditiotreitol. Tomada de (Roche, 2021). 

 

 

Las proteínas ricas en grupos -SH se encuentran localizadas en la membrana 

plasmática del espermatozoide asociadas a las proteínas involucradas en la iniciación 

de cascadas de señalización durante la capacitación (de Lamirande & Gagnon, 2003). 

Éstas se ven afectadas por la generación de EROS como el anión superóxido (O2.-) y 

el peróxido de hidrógeno (H2O2). La alteración en la formación de EROS afecta el 

proceso de capacitación espermática a baja concentraciones favorece este proceso 

debido a un incremento en la fosforilación de tirosinas mientras que a altas 

concentraciones puede llevar a la generación de estrés oxidativo desencadenando en 
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un incremento en la mortalidad por daño en la membrana (Awda et al., 2009; Boerke 

et al., 2013; O'Flaherty & Matsushita-Fournier, 2017).  

El balance en la producción de EROS es importante ya que podría inducir alteraciones 

durante el proceso de capacitación. Este balance puede estar mediado por la acción 

de la enzima superóxido dismutasa (SOD), que dismuta el O2.- en oxígeno y peróxido 

de hidrógeno. Si bien el O2.- no está considerado como un inductor de lipoperoxidación, 

puede estar involucrado con la formación de radicales tioles (-S.). Al reaccionar con los 

-SH creando puentes disulfuro (-SS-) o un producto de tiolación con otras sustancias 

como el glutatión (de Lamirande & Gagnon, 1998). Además, el O2.-, en ciertas 

concentraciones se ha asociado con la adquisición de movilidad progresiva en los 

espermatozoides. Sin embargo, un desbalance en la oxidación de los grupos tiol, 

modifica la movilidad en espermatozoides maduros de rata y humano (Cabrillana et 

al., 2016), lo cual es un efecto negativo pues es bien sabido que la buena movilidad le 

permite al espermatozoide llegar al óvulo y fertilizarlo (Bhoumik et al., 2018). 

 

2. Antecedentes 

En el laboratorio de Andrología de la U.A.M-I se determinó que la concentración letal 

media (CL50) de PFOS es de 460.55 μM en espermatozoides de cerdo durante el 

proceso de capacitación in vitro (Ortiz-Sánchez, 2017; Oseguera-López, 2020). 

Además, se observó un aumento en el número de espermatozoides aglutinados y en 

el tamaño de los aglutinados a partir de 92 μM, comparado con el grupo control, donde 

se observaron solo aglutinados pequeños, lo cual es un fenómeno normal en la 
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capacitación, siendo a concentraciones mayores a 460.55 μM que se observan 

aglutinados grandes. Conforme aumentó la concentración de PFOS (a partir de una 

concentración de 230 μM), se encontró también una disminución de espermatozoides 

capacitados, reaccionados, y un efecto en su movilidad; pasaron de movilidad 

progresiva rápida a movilidad progresiva lenta, no progresivo, y a 3000 μM se observó 

inmovilidad total. Además se encontró que a concentraciones inferiores a 460 μM 

disminuye la producción de EROS (Ortiz-Sánchez, 2017). 

El compuesto PFOA generó una disminución en el tamaño de los aglutinados, pasando 

de espermatozoides medianos y grandes, a aglutinados pequeños y medianos a una 

concentración de 950 μM así como una disminución en el porcentaje de aglutinados 

medianos y grandes (60 %) respecto al control (83 %) (Hernández-Ojeda, 2017). 

Dado que estos dos compuestos tuvieron un efecto contrario en la aglutinación de los 

espermatozoides, se pretende utilizarlos para conocer el mecanismo de aglutinación 

de espermatozoides de cerdo debido a que a la fecha hay poca información al 

respecto. 

 

3. Justificación  

En el ser humano se han detectado niveles altos de PFOS en plasma y suero, lo cual 

se ha correlacionado con la reducción en la producción de espermatozoides normales 

y una disminución en los embarazos (Joensen et al., 2009; Raymer et al., 2012). En 

espermatozoide de cerdo se ha observado que la exposición a PFOS y PFOA 

provocan la formación de aglutinados (Hernández-Ojeda, 2017; Ortiz-Sánchez, 2017). 
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La aglutinación espermática es un proceso normal, pero que puede repercutir 

negativamente en la salud reproductiva, dependiendo de su lugar de formación, si se 

prolonga, o si se incrementa masivamente y si se genera un efecto desaglutinante en 

condiciones específicas (Bollwein et al., 2004). Además, existen pocos estudios de 

cómo PFOS y PFOA afectan de manera directa o indirecta al sistema reproductivo, 

pues se ha encontrado que pueden generar alteración en las EROS (Kang et al., 2019; 

Raymer et al., 2012; Xu et al., 2019). 

Se ha observado en nuestro laboratorio que PFOS y PFOA producen efectos 

contrarios en la aglutinación de los espermatozoides de cerdo, aunque ambos tienen 

el mismo número de carbonos, pero difieren en su grupo funcional carboxilo o 

sulfonato. 

Consideramos que el uso de compuestos reductores como D-PEN o Ditiotreitol (DTT), 

generarán un equilibrio en los estados de óxido-reducción de los grupos -SH 

provocando una disminución en la aglutinación generada por PFOS y un incremento 

en la inhibición generada por PFOA.  

Una respuesta similar a los perfluorados se espera al utilizar Cu2+ generando un 

incremento en la formación de aglutinados al igual que PFOS; mientras que al 

adicionar D-PEN se revertirá este incremento en la aglutinación espermática, 

comportándose como PFOA. 
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4. Pregunta de Investigación 

¿Cómo PFOA y PFOS afectan la aglutinación espermática? 

 

5. Hipótesis 

La aglutinación mediada por los perfluorados PFOA y PFOS es debida a una oxidación 

de los -SH libres, por tanto, al adicionar un agente reductor como D-PEN se espera 

una inhibición de los aglutinados. 

 

6. Objetivo General  

Investigar el mecanismo por el cual PFOA y PFOS modifican la aglutinación. 

 

7. Objetivos Particulares 

1. Evaluar el grado de aglutinación mediada por PFOS y PFOA in vitro. 

2. Evaluar si el estado de los -SH está relacionado con la aglutinación mediada 

por PFOS y PFOA. 

3. Evaluar si D-PEN, DTT y Cu2+ modifican la aglutinación mediada por PFOS y 

PFOA. 
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8. Material y Métodos  

8.1 Obtención y evaluación básica de las muestras de semen de cerdo 

Se utilizaron 8 muestras de semen de 4 cerdos de raza Duroc de entre 2 y 3 años, de 

la granja “Mejoramiento Genético Pigar”, las cuales se recolectaron mediante el 

método de mano enguantada y se transportaron al laboratorio para su procesamiento, 

en un termo de plástico de doble pared con aislamiento de poliuretano para evitar la 

variación de la temperatura durante el tiempo de traslado. 

Las muestras se trataron de manera individual. Cada experimento se realizó por 

duplicado. El número de muestras utilizado para cada experimento está indicado en 

cada gráfica y tabla. 

Una vez en el laboratorio, se evaluaron los parámetros de viabilidad, concentración, 

movilidad y alteraciones morfológicas de las muestras de espermatozoides de acuerdo 

con parámetros establecidos (González-Urdiales et al., 2006). Esto con el fin de 

determinar la calidad de la muestra, lo cual nos permitió eliminar las muestras que no 

cumplían con los requisitos mínimos de calidad, los cuales son: movilidad y viabilidad 

≥ 85 %, concentración > 50 x 106 espermatozoides/mL y < 15 % de espermatozoides 

anormales (Betancourt et al., 2006).  

 

8.2 Viabilidad de espermatozoides de cerdo 

La viabilidad se cuantificó utilizando la tinción diferencial de eosina-nigrosina. Se 

realizaron frotis colocando en un portaobjetos 5 PL de muestra espermática más 5 PL 

del colorante eosina-nigrosina. Posteriormente se analizaron mediante microscopía 
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óptica a 400 X y se contaron 100 espermatozoides. Se calculó el porcentaje de 

espermatozoides vivos y muertos; considerando vivos aquellas células sin coloración, 

y muertos aquellas células que presentan una coloración rosada (Betancourt et al., 

2006). 

 

8.3 Alteraciones morfológicas de espermatozoides de cerdo 

Con los mismos frotis de eosina-nigrosina, se evaluaron las alteraciones en la 

morfología espermática en cabeza, pieza media y flagelo. Se analizaron 100 

espermatozoides y se determinó el porcentaje de anormalidades. 

 

8.4 Concentración de espermatozoides de cerdo 

Se determinó mediante el uso de un microscopio óptico de contraste de fases y una 

cámara de Neubauer; la muestra de espermatozoides fue diluida en agua destilada a 

una proporción de 1:100 y se colocaron 10 PL de muestra en cada una de las 

cuadrículas de recuento de la cámara. Se contabilizaron los 4 cuadrantes de las 

esquinas, los cuales tienen 1 mm2 de superficie, que a su vez están divididos en 16 

cuadros más pequeños, y la profundidad de la cámara es de 0.1 mm. Una vez 

contabilizadas las células espermáticas de cada cuadrante se utilizó la siguiente 

fórmula (Ecuación 5) para determinar la concentración de espermatozoides: 
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Ecuación  5. Concentración de espermatozoides de cerdo. 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠
𝜇𝐿 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

=
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑜𝑧𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑙𝑜𝑠 4 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 

𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎 (𝑚𝑚2) 𝑥 𝑝𝑟𝑜𝑓𝑢𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑐á𝑚𝑎𝑟𝑎 (𝑚𝑚) 𝑥 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 

 

 

8.5 Movilidad de espermatozoides de cerdo 

Se evaluó la movilidad masal de la muestra mediante microscopía óptica, la cual es 

una valoración subjetiva de la formación de remolinos, la velocidad del 

desplazamiento, la densidad de los remolinos clasificándose de 0-5; también se evaluó 

la movilidad individual para determinar porcentaje de movimiento progresivo lento y 

rápido clasificándolos de 0-5 (Cabrillana et al., 2016; González-Urdiales et al., 2006). 

Después de realizar la valoración de la muestra espermática y confirmar que tenía las 

características adecuadas, se procedió a la capacitación espermática in vitro. 

 

8.6 Capacitación de espermatozoides de cerdo 

Se incubaron 5 x 106 espermatozoides/mL en medio de capacitación (TALP-HEPES 

suplementado con 6 mg/mL de BSA fracción V y 1 mM de piruvato de sodio) ajustado 

el pH a 7.3, a 38 ºC por 4 h (Jiménez et al., 2003).  
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8.7 Concentración letal media (CL50) 

Con el fin de determinar los valores de la CL50, se incubaron espermatozoides sin 

PFCs (grupo control) y también en presencia de éstos, a las concentraciones de:1000, 

2000 y 3000 μM de PFOS y 500, 1000, 1500, 2000, 2500 μM de PFOA. 

 

8.8 Concentración inhibitoria media de la capacitación (CIC50) 

Con el fin de determinar los valores de la concentración inhibitoria media de la 

capacitación (CIC50), se incubaron espermatozoides sin PFCs (grupo control) y en 

presencia de éstos, a las concentraciones de: 500, 1000, 2000 y 3000 μM para ambos 

PFCs. 

 

8.9 Aglutinación de espermatozoides de cerdo 

Los espermatozoides de cerdo se incubaron en un medio de capacitación (control) y 

medio de capacitación con PFOA con ½ de la CL50, PFOS con CIC50, y Cu2+ 10 mM. 

Para determinar si la aglutinación espermática está mediada por la oxidación de los 

grupos -SH libres o por un efecto antioxidante, se incubaron los grupos anteriores, pero 

adicionando D-PEN 1 mM en dos momentos: 1. La adición de D-PEN al inicio de la 

incubación soló o junto con los tratamientos de PFCs y también con el Cu2+, a estos 

grupos se les denominó con el nombre del tratamiento más las siglas D-PEN. 

2. La adición D-PEN se realizó después de estar en incubación por tres horas y media 

con los tratamientos, denominándolos D-PEN treinta minutos (D-PEN 30´) que es el 
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tiempo restante para culminar las 4 horas de incubación (capacitación) o con el nombre 

del PFCs o del Cu2+ más D-PEN 30´. También se utilizó otro agente que permite la 

reducción de enlaces disulfuro que es el Ditiotreitol (DTT) 0.1 mM, y se incubó con los 

grupos mencionados anteriormente, adicionándolo al inicio de la capacitación, y se le 

denominó con el nombre del perfluorado o del Cu2+ más DTT. 

 

8.10 Evaluación de la capacitación de espermatozoides de cerdo 

Para evaluar la capacitación espermática se utilizó la tinción con CTC, siguiendo la 

metodología descrita por Mattioli y colaboradores (1996) con algunas modificaciones. 

La CTC es un antibiótico que puede atravesar la membrana plasmática uniéndose al 

calcio intracelular libre y favoreciendo así la generación de complejos clortetraciclina-

Ca2+, uniéndose preferentemente a las regiones hidrofóbicas de la membrana 

plasmática y de las membranas acrosomales, y su redistribución determina el estado 

funcional de espermatozoide (Conejo-Nava et al., 2003; Kwon et al., 2015; Kwon et al., 

2018). 

Una vez terminado el proceso de capacitación in vitro se colectaron las muestras 

espermáticas en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se realizaron dos lavados de las 

muestras a 600 g por 5 minutos con PBS. Al finalizar los lavados se resuspendió el 

botón en PBS; el día de la evaluación se preparaba la solución de CTC (Tris 20 mM, 

NaCl 130 mM, L-Cisteína 5 mM y clortetraciclina 750 PM a pH 7.8) la cual se protegía 

de la luz con papel aluminio. En un portaobjetos se colocaron 5 PL de espermatozoides 

más 5 PL de solución de CTC y se mezclaron suavemente con la punta de la pipeta. A 
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los 30 segundos se adicionaron 5 PL de solución fijadora (glutaraldehído al 0.2 % en 

Tris 0.5 mM a pH 7.4) y se cubrió con un cubreobjetos. Posteriormente se observaron 

las muestras mediante microscopía de epifluorescencia a (459 nm) utilizando un filtro 

para isotiocianato de fluoresceína (FITC por sus siglas en inglés). Se contabilizaron 

100 células y se clasificaron de acuerdo con los patrones descritos por Kwon y 

colaboradores (2018) en: a) espermatozoides no capacitados (NC) aquéllos que 

presentan fluorescencia intensa en toda la cabeza y pieza media del flagelo, 

b) espermatozoides capacitados (C) aquéllos que presentan fluorescencia intensa de 

la parte apical a ecuatorial en la cabeza y en la pieza media del flagelo y 

c) espermatozoides con RA aquéllos que presentan fluorescencia intensa en la parte 

ecuatorial de la cabeza y pieza media del flagelo, o solo fluorescencia en la pieza 

media del flagelo (figura 5). 

 

 

Figura  5. Imágenes representativas de los patrones con la tinción de CTC de 
espermatozoides de cerdo. a) sin capacitar (NC), b) capacitados (C) y c) con reacción 
acrosomal (RA). Tomadas de (Kwon et al., 2018).  
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8.11 Evaluación de la aglutinación de espermatozoides de cerdo 

Se evaluó la aglutinación mediante microscopía de contraste de fases. Se colocaron 

10 PL de muestra en un portaobjetos y se observaron a 100 X, contabilizándose 10 

campos diferentes. Se realizó una clasificación de los aglutinados del grado 0 al 4, con 

base en los valores descritos en humano por la OMS, referenciados por Berger y 

colaboradores (2019), con modificaciones; donde 0) corresponde a espermatozoides 

libres 1) espermatozoides aglutinados tipo rosetas, 2) aglutinados pequeños, 

3) aglutinados medianos, y 4) aglutinados grandes o muy grandes (aglomerados), tal 

como se muestra en la tabla 1. 

 

 

Tabla  1. Clasificación de la aglutinación de espermatozoides de cerdo. 

Tomada y modificada de (Berger et al., 2019). 

 
Grado de 

aglutinación 

 
Número de 

espermatozoides 

0 Sin adhesión (libres) 

1 < 10 

2 11-50 

3 51-90 

4 91-200 
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Con el fin de obtener los valores correspondientes al número de espermatozoides 

totales para cada grado de aglutinación, y así obtener el porcentaje correspondiente a 

cada grado, se multiplicaron los aglutinados de grado 1 por 10, el grado 2 por 50, el 

grado 3 por 90 y el grado 4 por 200, que corresponden al número mayor de 

espermatozoides que conforman cada grado de aglutinación del 1-4 como se puede 

ver en la tabla 1. Esto se realizó para los grupos control, y todos los tratamientos. En 

el caso de los espermatozoides libres (grado 0), se dejó el valor intacto. 

 

8.12 Análisis estadístico  

Para minimizar la variación entre las muestras, se realizó el análisis utilizando el 

conjunto de datos obtenidos en cada experimento. En las gráficas y tablas, los datos 

se presentan como media r la desviación estándar. Adicionalmente en las gráficas se 

senañala si presentan diferencias significativas los grupos tratados respecto al control. 

En la tabla 2 se declaran las variables del diseño experimental. 

 

Tabla  2 Declaración de variables y unidades. 

Variables 

independientes 
Unidades 

Variables de 

Respuesta 
Unidades 

Concentración de 

PFOA, PFOS, 

Cu2+ y D-PEN 

Micromolar 

Viabilidad % 

Capacitación % 

Aglutinación % 
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El modelo Probit es fundamental en toxicología, su aproximación se justifica cuando la 

variación de respuesta puede racionalizarse como una distribución 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). Se 

utilizó para determinar la concentración más probable de mortalidad del cincuenta 

porciento de la muestra de espermatozoides (CL50) en los experimentos de viabilidad; 

así como también el cincuenta porciento de inhibición de la capacitación de 

espermatozoides (CIC50) al ser tratados con PFOA y PFOS.  

El modelo estadístico de Probit utilizado se adaptó a un diseño experimental 

completamente aleatorio, en el cual se incubaron sin o con concentraciones crecientes 

de PFOA y/o PFOS con 8 repeticiones independientes, cada una por duplicado. Las 

variables de respuesta fueron mortalidad y capacitación. 

 

Modelo estadístico 

Regresión de Probit (Ecuación 6). 

 

 

Ecuación  6. Regresión de Probit. Tomada de (NCSS, 2021). 

 

Ρ =  𝛼 + 𝛽[𝑙𝑜𝑔10(𝐷𝑜𝑠𝑖𝑠)] 

 

P= es cinco más la transformada normal inversa de la tasa de respuesta 
𝛼= valor estimado de la intersección, con su error asociado 
𝛽= valor estimado de la pendiente, con su error estándar asociado 
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La prueba ANOVA se utilizó para poder determinar si existen diferencias significativas 

entre las medias de las respuestas de los grupos de espermatozoides tratados con 

PFOA o PFOS, a las concentraciones estudiadas, comparándolas con las del grupo 

control. Se utilizaron los análisis estadísticos ANOVA y Tukey para un diseño 

experimental completamente aleatorio en el que se incubaron las muestras de 

espermatozoides con concentraciones crecientes de PFOA o PFOS con 8 repeticiones 

por duplicado. Las variables de respuesta fueron mortalidad y capacitación. Se utilizó 

un diseño experimental completamente aleatorio, en el cual las muestras de 

espermatozoides se incubaron con PFOA, PFOS, Cu2+, adicionalmente se 

suplementados con D-PEN a diferentes tiempos con 3 repeticiones por duplicado. La 

variable de respuesta fue la aglutinación, clasificada en sus diferentes grados. 

 

Modelo estadístico 

Análisis de varianza de un vía (ANOVA) (Ecuación 7). 

 

Ecuación  7. ANOVA. Tomada y modificada de (Devore, 2016). 

𝒳𝑖𝑗 =  𝜇 + 𝜏𝑗 + ℯ𝑖𝑗;   𝑖 = 1, 2, … , 𝑛𝑗, 𝑗 = 1, 2, …, k 

 

𝒳𝑖𝑗= la j-ésima observación del i-ésimo tratamiento 

𝜇=la gran media,  representa la media de todas las k -medias poblacionales 
𝜏𝑗= efecto del tratamiento, representa la diferencia entre la media de la j-ésima 
población y la gran media 
ℯ𝑖𝑗= término del error, representa la cantidad en la que difiere una medición individual 
de la media poblacional a la que pertenece 
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Una vez que se determinó que existen diferencias entre las medias, las pruebas de 

rango post hoc permitieron determinar qué medias fueron diferentes, identificando 

subconjuntos homogéneos de medias que no se diferencian entre sí. Aunque existen 

varias pruebas post hoc, la de Tukey es una de las más utilizadas porque es adecuada 

para un rango elevado de comparaciones. Por lo tanto, se realizó una prueba de Tukey 

para determinar qué grupos tratados mostraron diferencias respecto al control 

utilizando una p<0.05. 

 

Modelo estadístico 

Método de Tukey (método de diferencia verdaderamente significativa) (Ecuación 8). 

 

Ecuación  8. Tukey o HSD. Tomada y modificada de (Devore, 2016). 

𝐻𝑆𝐷 = 𝑞𝛼,   𝑚,   𝑁−𝑚√𝑀𝑆𝐸
𝑛  

 

HSD= diferencia verdaderamente significativa 
q=estadística de amplitud de Student 
𝛼=nivel de significación selecionado 
𝑚 =número de medias en el experimento 
N=cantidad total de observaciones 
𝑛= número de observaciones en el tratamiento 
𝑀𝑆𝐸=media de los cuadrados del error 
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9. Resultados y Discusión 

Los PFCs se han asociado a diferentes patologías que repercuten en la salud del ser 

humano (Fenton et al., 2021; United States Environmental Protection Agency, 2021). 

Esto debido a probables interacciones, regulaciones desde la expresión de genes 

hasta la producción de proteínas involucradas en la señalización, transportadoras, 

enzimas, etc. Una alteración en la regulación de los procesos celulares provocada por 

sustancias dañinas desregulará el sistema desencadenando patologías e inclusive 

podría conllevar a la muerte de ciertas células para salvar al organismo (Franco et al., 

2020; Xu et al., 2020). El presente trabajo se enfocó en tratar de explicar el mecanismo 

que provoca la generación de aglutinación en células espermáticas al estar en 

presencia de dos PFCs (PFOA y PFOS) durante el proceso de capacitación 

espermática in vitro. Las muestras utilizadas estuvieron dentro de los parámetros 

previamente descritos en muestras de espermatozoides de cerdo (González-Urdiales 

et al., 2006).  

 

9.1 Efecto de los perfluorados en la viabilidad de espermatozoides de cerdo 

Se evalúo el efecto de los perfluorados PFOA y PFOS determinando la mortalidad 

espermática. Se encontró que los PFCs dañan a los espermatozoides, observándose 

que PFOA a 500 y 1000 PM no incrementó la mortalidad respecto al control (figura 6); 

a partir de concentraciones mayores a 1000 PM (1500-2500 PM), aumentó la 

mortalidad a más del doble (figura 6) siendo significativas (p<0.05).  
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Mediante la aplicación de la prueba de PROBIT, se calculó la CL50 para PFOA la cual 

corresponde a 1894 PM, encontrándose dentro del intervalo reportado previamente por 

(Hernández-Ojeda, 2017). 

 

Figura  6. Mortalidad de espermatozoides de cerdo producida por PFOA. 
* corresponde a diferencias significativas con respecto al control; p<0.05; media r 
desviación estándar (DE); n=8. 

 

 

Con PFOS se observó un aumento significativo de la mortalidad de espermatozoides 

de casi el doble desde la concentración de 1000 PM; el porcentaje de mortalidad de 
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espermatozoides a 2000 y 3000 PM de PFOS, se elevó alcanzando valores cercanos 

a 90 y 100 %, respectivamente (figura 7). La CL50 calculada mediante la prueba 

PROBIT fue de 460 PM, lo cual corresponde con lo reportado por Ortiz-Sánchez (2017) 

y Oseguera-López (2020). Este incremento en la mortalidad observado por PFOA a 

concentraciones mayores de 1000 PM y PFOS incluso a bajas concentraciones 

probablemente puede ser debido a que provocan una alteración a nivel mitocondrial, 

mediando las vías de señalización de inducción de apoptosis reportado en presencia 

de PFOA y PFOS (Xu et al., 2018; Xu et al., 2019); esto debido a que favorecen que 

el anión superóxido tienda a formar un intermediario menos reactivo como lo es el H2O2 

que a su vez lleva a la formación de O2 y agua, todo esto mediante la participación de 

las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa y catalasa, sin embargo se ha visto 

que ambos compuestos perfluorados provocan una disminución en su actividad 

generando incremento de las EROS así como pérdida del potencial de membrana 

mitocondrial conllevando a la activación de la caspasa 9 (Li et al., 2017; Xu et al., 2018; 

Xu et al., 2019).  
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Figura  7. Mortalidad de espermatozoides de cerdo producida por PFOS. 
* corresponde a diferencias significativas con respecto al grupo control; p<0.05; media 
r DE; n=8. 

 

 

9.2 Efecto de los perfluorados PFOA y PFOS en el proceso de capacitación de 

espermatozoides de cerdo 

La capacitación espermática es un proceso en el que ocurren cambios fisiológicos y 

bioquímicos para adquirir su capacidad fertilizante (Bernecic, Gadella, et al., 2019; 
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Bernecic, Zhang, et al., 2019). La inhibición de este proceso puede repercutir 

negativamente en la fertilidad. El uso de la tinción con CTC nos permitió determinar el 

porcentaje de espermatozoides capacitados, cuya importancia radica en que existe 

una relación directamente proporcional entre el patrón de espermatozoides 

capacitados y la fertilidad (Kwon et al., 2015). 

La adición del compuesto PFOA a concentraciones de 500 PM parece no alterar el 

proceso de capacitación in vitro, mientras que a concentraciones de 1000 y 2000 PM 

disminuye significativamente el proceso (figura 8), estos resultados concuerdan con 

los valores obtenidos de mortalidad, pues el valor de la CL50 es cercano a 2000 PM; 

en la concentración de 3000 PM hay una considerable disminución que se relaciona 

directamente con la mortalidad obtenida a esa concentración. Mientras que para PFOS 

a partir de la concentración de 500 PM se presenta ya una disminución en el proceso 

de capacitación que puede estar relacionado con un incremento en la mortalidad 

espermática (figura 8). Se observa más pronunciada la disminución de la capacitación 

espermática a concentraciones mayores de 1000-3000 PM, pero consideramos que es 

debida a la alta mortalidad de los espermatozoides. 
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Figura  8. Proporción de espermatozoides de cerdo capacitados en presencia de 
PFOA y PFOS. * corresponde a las diferencias significativas con respecto al grupo 
control; p<0.05; media r DE; n=3. 
 

 

Con base en estos datos y aplicando la prueba PROBIT, se determinaron los valores 

de las CIC50 para ambos PFCs siendo de 1458 PM para PFOA y para PFOS de 274 

PM. A concentraciones mayores de 1000 PM en ambos PFCs, se observó un drástico 

decremento de la viabilidad, sin embargo, se decidió incluir estos valores porque 

permitieron calcular la CIC50; el valor de la CIC50 fue útil porque es la concentración en 

la cual se inhibe la capacitación en la mitad de la población de espermatozoides y 

permitió determinar el grado de afectación del proceso de capacitación ocasionado por 

ambos compuestos. 



 

 
 

37 

El proceso de capacitación es muy complejo, pero es de resaltar que se ve favorecido 

por la presencia de EROS y estos cambios que experimenta el espermatozoide para 

poder adquirir su capacidad fertilizante, en última instancia, dan paso a la muerte 

celular (Ruiz-Díaz et al., 2020), por lo que no es sorprendente que los resultados 

obtenidos en la presente investigación en relación a la disminución de la capacitación 

concuerdan con una disminución en la viabilidad espermática.  

Se propone que la aglutinación generada en presencia o ausencia de PFOA y PFOS 

es favorecida por la participación de los grupos sulfhidrilo (-SH) que conllevan a la 

formación de grupos disulfuro (-S-S-) en presencia de EROS o de metales divalentes 

como el Cu2+; esta formación y/o mantenimiento de los -S-S- en ciertas proteínas o 

enzimas es necesario durante el proceso de la capacitación (Fleming et al., 1986). 

En los siguientes experimentos, para evaluar la aglutinación, se utilizaron 

concentraciones de PFOA y PFOS que corresponden a un medio de la CL50 para 

PFOA y la CIC50 para PFOS, ya que a estas concentraciones el efecto en la mortalidad 

y en la capacitación es menor comparado con las concentraciones de 1000 PM o 

superiores. 

 

9.3 Efecto de los perfluorados PFOA y PFOS en la aglutinación de 

espermatozoides de cerdo y el uso del D-penicilamina 

La aglutinación podría estar relacionada con cambios en la membrana plasmática 

debidos a la inducción del proceso de capacitación mediante la incubación en un medio 

de capacitación enriquecido con ciertas moléculas provocando la formación de 
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aglutinados como bicarbonato y albúmina (Harayama et al., 2003; Leahy et al., 2016b); 

PFOA y PFOS provocaron un incremento y disminución de los aglutinados en cuanto 

a tamaño y cantidad, respectivamente (Hernández-Ojeda, 2017; Ortiz-Sánchez, 2017). 

Hay estudios que demuestran que los grupos sulfhidrilo -SH de residuos de cisteínas 

libres podrían favorecen o regular la formación de aglutinados de espermatozoides de 

carnero en presencia de Cu2+ (Leahy et al., 2016a). 

Se evaluó la aglutinación espermática clasificándola de acuerdo con los diferentes 

grados de aglutinación del 0-4 (Tabla 1). Se utilizaron las siguientes concentraciones 

para los tratamientos: control, PFOA (950 𝜇M), PFOS (274 𝜇M) y Cu2+(10 𝜇M), solos o 

con la adición D-PEN (1 mM) al inicio de la incubación o tres y media horas después. 

El grupo control presentó todos los tipos de aglutinados, sin embargo, se presentan 

mayoritariamente aglutinados tipo rosetas (grado 1) y aglutinados pequeños (grado 2) 

(figuras 9 a y 10, tabla 3) lo cual se relaciona con lo reportado previamente indicando 

que el bicarbonato de sodio favorece esta aglutinación en medios de capacitación en 

espermatozoides de carnero y cerdo (Harayama et al., 2004; Leahy et al., 2016b).  

Por otra parte, la adición de Cu2+ provocó un incremento en un 10 % en la formación 

de aglutinados pequeños (grado 2) respecto del control, una disminución de los 

aglutinados grandes (grado 4) presentando un 2.5 % en los grupos tratados con Cu2+, 

sin embargo, no se obtuvieron diferencias con respecto al control (figuras 9 b y 10, 

tabla 3); por otro lado, se observó la pérdida total de todo tipo de movimiento en los 

espermatozoides aglutinados y no aglutinados. La pérdida de la movilidad espermática 

mediada por el Cu2+ se debe probablemente a una alteración en los grupos sulfhidrilo 

de las proteínas del axonema que son ricas en estos grupos como por ejemplo las 
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fibras densas externas (ODF1); lo anterior, asociado con un incremento en las 

especies reactivas de nitrógeno (ERN) específicamente peroxinitrito (ONOO-), que 

pueden alterar también a los microtúbulos, Ca2+-ATPasas, etc. del flagelo (Cabrillana 

et al., 2016). 

 

 

 

Figura  9. Imágenes representativas de aglutinados de espermatozoides de cerdo. 
a, grupo control, y grupos con D-PEN adicionado desde el inicio o 30 minutos antes de 
finalizar las 4 horas del proceso de capacitación in vitro; b, grupo con Cu2+ y Cu2+ D-
PEN a 4 horas o 30 minutos antes de finalizar el proceso de capacitación in vitro. Se 
ejemplifican con flechas los grados de aglutinación observados; el grado 0 no se 
señala pues se refiere a espermatozoides libres; n=3. Imágenes tomadas utilizando 
microscopía de contraste de fases a 100 X. 
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Figura  10. Proporción de grados de aglutinación (0-4) de espermatozoides de cerdo 
en presencia de Cu2+ y D-PEN. Grupo Control; Cu2+; D-PEN por 4 horas; Cu2+ D-PEN 
por 4 horas; D-PEN 30´, adicionado 30 minutos antes de las 4 horas de capacitación; 
Cu2+ D-PEN 30´, adicionado 30 minutos antes de las 4 horas de capacitación. No se 
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al control; 
p<0.05; media r DE; n=3. 

 

 

Tabla  3. Proporción de espermatozoides de cerdo por grado de aglutinación (0–4) en 
el grupo control y en presencia de Cu2+ y D-PEN por 30´y 4h; media ± DE; n=3. 

Tratamiento Porcentaje de aglutinación 

 0 1 2 3 4 

Control 4.8 ± 2.2 29.7 ± 17.4 45 ± 16.3 14.2 ± 13 6.4 ± 14.3 

Cu2+ 4.4 ± 1.4 21.5 ± 5.9 58.9 ± 16.3 12.9 ± 12.1 2.3 ± 5.2 

D-PEN 4 ± 0.7 29.5 ± 12.6 42.6 ± 10.8 14.6 ± 10.4 9.3 ± 12.8 

Cu2+ D-PEN 3.8 ± 0.9 23.2 ± 6.3 50.3 ± 18.2 15.3 ± 13.3 7.4 ± 15.1 

D-PEN 30´ 4 ± 1.4 29.4 ± 10.6 42.2 ± 16.3 13.2 ± 5.5 11.2 ± 17.6 

Cu2+ D-PEN 

30´ 
3.2 ± 1.6 23.5 ± 10.9 43.8 ± 10.9 16.3 ± 9.1 13.2 ± 2 
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La adición de D-PEN por 4 h mostró una ligera disminución de los aglutinados 

pequeños (grado 2) respecto al control, pero hubo un aumento del doble en los 

aglutinados de grado 4; sin embargo, al comparar los dos grupos de D-PEN (incubado 

por 4 h) y D-PEN 30’ (adicionado a 3.5 h después de iniciar el proceso de capacitación), 

se notó una disminución de los aglutinados de grado 4 con D-PEN 4h (figuras 9 a y 10, 

tabla 3). Aunque en los resultados de incubación con D-PEN no se observó una 

disminución significativa de los aglutinados con respecto al grupo control, se observó 

una tendencia a la disminución, lo cual concuerda con lo reportado en 

espermatozoides de carnero incubados en presencia de D-PEN, pues se observó que 

ayudó a evitar la formación de aglutinados y también propició su disgregación (Leahy 

et al., 2016b); esto nos llevó a pensar que probablemente en espermatozoides de 

cerdo se necesita usar una concentración mayor de D-PEN, para poder apreciar un 

efecto contundente en la disminución de aglutinados (figura 10 y tabla 3). 

Al adicionarse D-PEN en conjunto con Cu2+ (incubación 4 h), se apreció una 

disminución de los aglutinados tipo roseta (grado 1) y un aumento de los aglutinados 

pequeños (grado 2) con respecto al control; la incubación de Cu2+ D-PEN 30´ mostró 

un comportamiento similar al grupo D-PEN por 4h; mientras que con el grupo Cu2+ D-

PEN 30´ hubo una disminución de los aglutinados pequeños (grado 2) y un incremento 

en los aglutinados grandes (grado 4) respecto al grupo control (figuras 9 b y 10, 

tabla 3). Aitken (2017) menciona que el Cu2+ al interaccionar con D-PEN, favorece un 

incremento de EROS, siendo el radical hidroxilo (OH.) el que genera un incremento en 

la oxidación de grupos sulfhidrilo libres, lo que favorece la formación de los aglutinados 

grandes (grado 4) como observamos en los grupos D-PEN con Cu2+. Este incremento 
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parece estar mediado por la participación del Cu2+ y de los aniones superóxido (O2.-), 

favoreciendo que los radicales libres ataquen a los grupos sulfhidrilo, generando la 

formación de enlaces disulfuro.  

Es importante resaltar que se observó una recuperación de la movilidad espermática 

progresiva en ambas condiciones por 4h y 30 minutos antes de que termine la 

capacitación, lo cual concuerda con lo reportado por Ruiz-Díaz y colaboradores (2020), 

quienes observaron que la presencia de D-PEN provee de una mejora en la movilidad 

hiperactiva en espermatozoides de caballo.  

Por otra parte, Letelier y colaboradores (2005) señalan de que el Cu2+ favorece su 

interacción con proteínas, debido a su alta afinidad con grupos amino y/o -SH libres. 

Lo cual sugiere que efectivamente los grupos -SH son los que favorecen las 

aglutinaciones espermáticas, esto debido a un incremento de los aglutinados 

pequeños (grado 2) en presencia de Cu2+ (figura 10 y tabla 3) respecto al control, 

observándose un efecto similar con PFOA (figura 11 y tabla 4).  
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Figura  11. Proporción de grados de aglutinación (0-4) de espermatozoides de cerdo 
en presencia de PFOA y D-PEN. Grupo Control; PFOA; PFOA D-PEN por 4 horas; 
PFOA D-PEN 30´, adicionado 30 minutos antes de las 4 horas de capacitación. 
*diferencias significativas respecto al grupo control; p<0.05; media ± DE; n=3. 

 

Tabla  4. Proporción de espermatozoides de cerdo por grado de aglutinación (0–
4) en presencia de PFOA y D-PEN por 30´y 4h; media ± DE; n=3. 

Tratamiento Porcentaje de aglutinación 

 0 1 2 3 4 

Control 4.8 ± 2.25 
29.7 ± 

17.37 
45 ± 16.33 14.2 ± 13 6.4 ± 14.29 

PFOA 4.5 ± 2.91 31 ± 10.35 
54.7 ± 

15.58 
7.2 ± 6.71 2.6 ± 5.11 

PFOA D-PEN 11.6 ± 7.36 
54.2 ± 

20.83 

25.4 ± 

21.45 
2.8 ± 3.33 6.1 ± 13.55 

PFOA D-PEN 

30´ 
7.9 ± 7.44 

36.1 ± 

16.08 

41.1 ± 

19.98 
13 ± 9.24 1.8 ± 2.95 
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Letelier y colaboradores (2005) mencionan que el Cu2+ media la reacción de Fenton o 

Haber-Weiss creando un incremento en la toxicidad a nivel celular mediante la 

producción de EROS. Existe una relación entre el incremento de EROS y una 

alteración en las enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT) y superóxido 

dismutasa (SOD), el cual se percibió en presencia de PFOS y PFOA (Xu et al., 2018; 

Xu et al., 2019). Esto indica que probablemente el efecto negativo en la viabilidad 

espermática a altas concentraciones de PFOA y en PFOS es debido a un incremento 

en la producción de EROS, mediante la posible inhibición de las enzimas antioxidantes 

CAT y SOD. 

PFOA generó un incremento de los aglutinados pequeños (grado 2) siendo significativo 

(p<0.05) y una disminución de los aglutinados medianos y grandes (grados 3 y 4) con 

respecto al grupo control (figura 11 y 12 a, tabla 4). La adición del compuesto D-PEN 

en conjunto con PFOA desde el inicio, favoreció un incremento de los aglutinados 

(grado 1) siendo significativo a p<0.05, así como un incremento de los 

espermatozoides libres (grado 0), y una disminución de los aglutinados pequeños 

(grado 2) y de los aglutinados medianos (grado 3) con respecto al grupo control, e 

incluso con respecto al grupo de PFOA (figuras 11 y 12 a, tabla 4). 
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Figura  12. Imágenes representativas de aglutinados de espermatozoides de cerdo. 
a, grupo con PFOA y PFOA D-PEN adicionado desde el inicio o 30 minutos antes de 
finalizar las 4 horas del proceso de capacitación in vitro; b, grupo con PFOS y PFOS 
D-PEN a 4 horas o 30 minutos antes de finalizar el proceso de capacitación in vitro. Se 
ejemplifican con flechas los grados de aglutinación observados; el grado 0 no se 
señala pues se refiere a espermatozoides libres; n=3. Imágenes tomadas utilizando 
microscopía de contraste de fases a 100 X. 

 

 

Con la adición de D-PEN a 3.5 h de incubación con PFOA, se observó una ligera 

disminución de los aglutinados rosetas, pequeños y grandes (grados 1, 2 y 4) con 

respecto al control, pero una disminución de los aglutinados pequeños (grado 2) 

respecto a PFOA (figura 11 y tabla 4). Esto nos indica que la adición de D-PEN desde 

el inicio con PFOA ayuda a disminuir la aglutinación favoreciendo la formación de 
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aglutinados (grado 1), pero que la presencia de D-PEN por solo 30 minutos (añadido 

a 3.5 h de incubación con PFOA) es suficiente para inhibir un incremento de los 

aglutinados pequeños (grado 2), manteniendo un patrón de aglutinación similar al 

control. Estos resultados con la adición de D-PEN al grupo con PFOA coinciden con 

las interpretaciones de Leahy y colaboradores (2016a) quienes sugieren que la D-PEN 

inhibe la aglutinación si se adiciona desde el principio y reduce los aglutinados 

previamente formados. Esto nos sugiere nuevamente la implicación de los grupos -SH 

en la aglutinación espermática mediada por PFOA que habíamos sugerido con la 

presencia de Cu2+; proponiendo que PFOA interacciona con los grupos -SH del 

compuesto D-PEN favoreciendo la formación de aglutinados (grado1) y una 

disminución de los aglutinados (grado 2). PFOA favorece la disminución de la actividad 

de las enzimas antioxidantes generando un incremento en las EROS, al igual que 

Cu2+provoca un incremento en las EROS; este último también cataliza la interacción 

con los grupos sulfhidrilo libres (Leahy et al., 2016a; Xu et al., 2018; Xu et al., 2019). 

Por otra parte, PFOS a la concentración de 274 𝜇M, generó un ligero incremento de 

los aglutinados medianos (grado 3), así como una disminución de los aglutinados tipo 

rosetas (grado1) mientras que los otros grupos de aglutinados se mantuvieron igual 

con respecto al grupo control (figuras 12 b y 13, tabla 5). Esto difiere de lo observado 

con la incubación con el compuesto PFOA pues se observó el efecto contrario.  
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Figura  13. Proporción de grados de aglutinación (0-4) de espermatozoides de cerdo 
en presencia de PFOS y D-PEN. Grupo Control; PFOS; PFOS D-PEN por 4 horas; 
PFOS D-PEN 30´, adicionado 30 minutos antes de las 4 horas de capacitación. 
*diferencias significativas respecto al grupo control; p<0.05; media ± DE; n=3. 

 

 

Al incubar con PFOS y D-PEN desde el principio, se observó que se favorece un 

incremento de los aglutinados medianos y grandes (grados 3 y 4), y la diferencia fue 

significativa en el grado 4 (p<0.05); también se observó una disminución de los 

aglutinados tipo roseta y los pequeños (grado 1 y 2, respectivamente); al compararse 

con el grupo PFOS, se observó un incremento de los aglutinados grandes (grado 4) y 

una disminución de los aglutinados pequeños (grado 2). Pero al adicionar D-PEN por 

30 minutos solamente en conjunto con PFOS, se observó un efecto similar al que 

presenta D-PEN con PFOS por cuatro horas, pero con un menor incremento de los 
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aglutinados grandes (grado 4) y disminución de aglutinados pequeños (grado 2). En 

referencia con el control se observó un incremento de los aglutinados grandes (grado 

4) y disminución de los aglutinados pequeños (grado 2) (figura 13 y tabla 5). 

 

 
Tabla  5. Proporción de espermatozoides de cerdo por grado de aglutinación (0–4) en 
presencia de PFOS y D-PEN por 30´y 4h; media ± DE; n=3. 

Tratamiento Porcentaje de aglutinación 

 0 1 2 3 4 

Control 4.8 ± 2.2 29.7 ± 17.4 45 ± 16.3 14.2 ± 1 6.4 ± 14.3 

PFOS 4.5 ± 3.3 26.1 ± 18.4 47.5 ± 11.4 19.3 ± 12.1 2.5 ± 5.7 

PFOS D-

PEN 
4 ± 1.1 23.1 ± 14.3 29.3 ± 11.6 18.4 ± 13.2 25.3 ± 21 

PFOS D-

PEN 30´ 
4.5 ± 4.4 25.9 ± 20.7 33.4 ± 17.5 16.3 ± 8.3 19.9 ± 21.8 

 

 

Inicialmente se esperaba que PFOS incrementara la formación de aglutinados en 

todos los grados a 274 PM, pero solo se observó un incremento de los aglutinados 

medianos (grado 3) (figura 13), observándose un efecto contrario a PFOA que favorece 

la formación de aglutinados pequeños (grado 2). Se esperaba también una 

disminución de los aglutinados con PFOS al adicionar D-PEN, como se observó con 

el grupo PFOA D-PEN que disminuyó los aglutinados pequeños (grado 2) y provocó la 

formación de aglutinados roseta (grado 1). Efectivamente, PFOS D-PEN también 

disminuyó los aglutinados pequeños (grado 2) pero incrementó significativamente los 
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aglutinados grandes (grado 4) (figura 13), mismo incremento que se observó con D-

PEN y Cu2+ adicionado con D-PEN. Esto tal vez se debe a que D-PEN puede actuar 

ejerciendo una acción quelante de Cu2+ que conllevaría a la inactivación de enzimas 

antioxidantes como la Cu2+/Zn-SOD, generando un incremento de EROS favoreciendo 

la oxidación de los grupos sulfhidrilo; esto podría incrementar la formación de enlaces 

disulfuro generando la formación de los aglutinados grandes (grado 4). Esto se 

sustenta en lo reportado por otros autores que encontraron que PFOA y PFOS 

favorecen la inactivación de enzimas antioxidantes como la catalasa y SOD 

favoreciendo la formación de EROS, por lo que PFOS y D-PEN combinados, 

generaron un incremento de EROS y, por ende, alteraciones en los grupos -SH libres 

(Xu et al., 2018; Xu et al., 2019). 

 

9.4 Efecto de los perfluorados PFOA y PFOS en conjunto con DTT sobre la 

aglutinación espermática. 

El DTT es un potente agente reductor cuya principal acción es reducir enlaces disulfuro 

de una proteína y formar un enlace disulfuro mixto entre la proteína y el reactivo. Un 

efecto similar sucede con D-PEN, siendo solo una de las características de otras que 

posee. El enlace disulfuro es un enlace covalente que se produce cuando dos grupos 

-SH reaccionan formando un puente disulfuro. Al igual que con D-PEN, se observaron 

cambios en la aglutinación generada por PFOA y PFOS; se encontró que el DTT a 

0.1 mM (figura 14) provocó un efecto desaglutinante en presencia de PFOA y PFOS 

incluso mejor que el propio D-PEN presente por 4 h o solo por 30´.  
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Figura  14. Imágenes representativas de aglutinados de espermatozoides de cerdo 
observados con cada uno de los tratamientos: a, grupo control; b, grupo con DTT; 
c, grupo con PFOS; d, grupo con PFOS DTT; e, grupo con PFOA; f, grupo con PFOA 
DTT; g, grupo con Cu2+; h, grupo con Cu2+ DTT. Se ejemplifican con flechas los grados 
de aglutinación observados; n=1. Imágenes tomadas utilizando microscopía de 
contraste de fases a 100 X. 

 

 

Se observó en el grupo control la presencia de aglutinados pequeños (grado 2) y de 

aglutinados de tipo roseta (grado 1) con una mínima cantidad de espermatozoides 

libres. Al añadir DTT se observó un incremento de los aglutinados pequeños (grado 2) 

y una disminución de los aglutinados tipo roseta (grado 1). En ambos grupos (control 

y DTT) no se observaron aglutinados medianos ni grandes (grados 3 y 4). Parece ser 

que tiene mejor efecto que D-PEN, pero hay que realizar más experimentos para 

determinar la concentración adecuada. 
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El grupo de espermatozoides en medio de capacitación adicionado con Cu2+ presentó 

todos los tipos de aglutinados principalmente se observó un incremento de aglutinados 

medianos (grado 3) y grandes (grado 4) con una disminución de los aglutinados 

pequeños (grado 2) y rosetas (grado1) a casi la mitad de los observados en el grupo 

control en ambos casos. La adición de DTT en conjunto con Cu2+ favoreció la 

formación de aglutinados pequeños (grado 2) similar al control, además de una 

disminución de los aglutinados medianos (grado 3) a la mitad de los que presentó Cu2+ 

solamente y de los aglutinados roseta (grado 1) los cuales disminuyeron 

aproximadamente un 30 % respecto del control; en el grupo DTT con Cu2+, no se 

observó la presencia de aglutinados grandes (grado 4). 

PFOA presentó principalmente aglutinados pequeños (grado 2) siendo un 25 % menor 

que el grupo control, aproximadamente el doble de aglutinados roseta (grado1) 

respecto al control, y un mínimo incremento de aglutinados medianos (grado 3). La 

adición de DTT con PFOA favorece la formación de aglutinados roseta (grado 1) 

aproximadamente un 60 % más que en el grupo control y un incremento de 

espermatozoides libres (grado 0) a casi el doble respecto del control. También se 

observó una disminución de aglutinados pequeños (grado 2) que llegó a ser un poco 

menos de la mitad con respecto a lo observado en el grupo control, con la pérdida total 

de aglutinados medianos (grado 3) respecto a PFOA. 

PFOS presentó un incremento de aglutinados roseta (grado1) a casi el doble del grupo 

control, la presencia de aglutinados medianos (grado 3), y una disminución del 25 % 

de los aglutinados pequeños (grado 2) respecto al control. La adición de DTT con 

PFOS generó un incremento de los aglutinados roseta (grado 1) siendo un poco más 
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del doble de los observados en el control, una disminución de aproximadamente 30 % 

de los aglutinados pequeños (grado 2) respecto al control, y un ligero incremento de 

los espermatozoides libres (grado 0). 

En los espermatozoides en medio de capacitación adicionado con DTT se observó la 

formación de aglutinados roseta (grado 1) y una disminución considerable de los 

aglutinados pequeños (grado 2), de los medianos (grado 3) y de los grandes (grado 

4), lo cual no se observó con D-PEN al incubarse con Cu2+ y PFOS. Esta ligera 

reducción en los aglutinados nos da indicio de que hay participación de los grupos -

SH en la aglutinación espermática. Es importante aumentar el número de ensayos para 

tener resultados sólidos con el uso de DTT.  

En estudios de espermatozoides de humano, se observó que la adición de DTT puede 

inhibir parcial o totalmente la producción de O2.- y el proceso de capacitación (de 

Lamirande & Gagnon, 1998), quizá el uso de DTT generó una disminución de los 

aglutinados grandes (grado 4) que se observaron con Cu2+.  
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10. Conclusiones 

• PFOA y PFOS afectan la viabilidad espermática a concentraciones mayores a 

1000 PM. 

• Se determinó que la incubación con PFOA o PFOS provoca una disminución 

del 50 % de espermatozoides capacitados a la concentración de 1458 PM para 

PFOA y de 274 PM para PFOS. 

• La adición de PFOA a la concentración de 950 𝜇M favoreció la formación de 

aglutinados pequeños principalmente, y algo similar se observó con la adición 

de Cu2+ al medio de capacitación. 

• La adición de PFOS a la concentración de 274 𝜇M no mostró cambios en el 

porcentaje de aglutinación respecto al grupo control. 

• La adición de D-PEN favoreció la formación de aglutinados grandes, sin 

embargo, al adicionarse PFOA favorece la formación de aglutinados tipo roseta. 

• La adición de D-PEN con PFOS favoreció la formación de aglutinados grandes 

y algo similar se observó al adicionar D-PEN con Cu2+. 

• El uso de D-PEN y Cu2+ nos permitió incursionar en el mecanismo de la 

aglutinación de espermatozoides, pero estos resultados no son lo 

suficientemente robustos para determinar si los grupos -SH libres están 

involucrados en la aglutinación. 

• El DTT mostró una tendencia a la disminución de los aglutinados grandes y 

pequeños, con un incremento en la formación de aglutinados tipo roseta, sin 



 

 
 

54 

embargo, hace falta realizar más ensayos para tener una conclusión sólida al 

respecto.  

• El estudio de los mecanismos involucrados en la aglutinación espermática es 

necesario pues si bien es cierto que algunos tipos y cantidad de aglutinados se 

forman de manera normal durante el proceso de capacitación espermática, el 

exceso de aglutinados ocasiona problemas en la movilidad de los 

espermatozoides y repercute negativamente en su poder fecundante. 

 

11. Perspectivas  

 

Consideramos que, para abundar en el mecanismo de aglutinación espermática 

mediada por los PFCs, se deben realizar más experimentos con 5-iodoacetamido 

fluoresceína (5-IAF) y con el compuesto DTT, así como la adición de moléculas con 

capacidad antioxidante como es el GSH. Esto permitirá determinar si disminuye el 

efecto de aglutinación y ayudará a comprobar la participación de EROS, así como ver 

si igualmente están participando los grupos -SH. 
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