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Resumen

El sulfonato de perfluorooctano (PFOS) es un compuesto alifatico en el que se
sustituyeron los hidrogenos por flior, se le considera un contaminante persistente que
causa dafos en los organismos, se emplea en la elaboracion de productos textiles, de
cuidado personal y envases alimentarios de uso diario. En el suero de humanos
expuestos y no expuestos ocupacionalmente, se ha detectado en concentraciones de 400
a 900 y 3 a 30 ng/ml respectivamente. Se ha reportado que el PFOS puede ser
considerado como disruptor enddcrino, sin embargo, no se ha estudiado su efecto en las
proteinas EGFR, ERK 1/2 y StAR, involucradas en la via de sefalizacion de la
esteroidogénesis en las células de la granulosa (CG) y de la teca (CT). Es por ello que, en
este estudio, se administr6 a ratones hembras en dosis de 0, 1.4, 10 y 21 umol/kg de
PFOS durante 8 dias a partir del dia 13 postnatal. El PFOS no modifico el peso corporal
de las hembras tratadas, sin embargo, se encontr6 un aumento en la longitud de los
ovarios de hembras tratadas con 10 umol/kg. Por otro lado, indujo una disminucién del
EGFR en las CG aunque provocO incremento en las CT. El p-EGFR no se modifico
significativamente en las CT; sin embargo, en las CG el PFOS se incrementé levemente.
El PFOS no caus6 alteraciones significativas en la expresion de ERK 1/2 en las CG, pero
se pudo observar una tendencia de aumento en la dosis de 1.4 y 10 umol/kg mientras que
en las CT se observé una disminucién en la dosis de 10 pmol/kg. Por otro lado, el efecto
de PFOS sobre p-ERK 1/2 fue de incrementarlo en las CG en 10 umol/kg y en las CT se
observé una disminucién en esta misma dosis. Y por ultimo, en cuanto a la presencia de
StAR en las CT se observé que las hembras tratadas con las dosis 1.4 y 21 umol/kg
tuvieron una tendencia al aumento mientras que las tratadas con 10 pmol/kg mostraron
una disminucion, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas. Es importante
realizar mas experimentos para evaluar otros parametros que nos ayuden a dilucidar el
mecanismo de PFOS sobre la actividad y presencia de las proteinas estudiadas, tanto a
nivel molecular como proteinico, algunos de los experimentos que se proponen son:

evaluar la expresion del RNAm de PPARy, MMPs, ERK 1/2, CREB y SF-1.
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Abstract

Perfluorooctane sulfonate (PFOS) is an aliphatic compound wherein the hydrogen
is replaced by fluorine, it is considered a persistent pollutant that causes damage
to organisms, and it is used in the manufacture of textiles, personal care and food
packaging for daily use. In the serum of humans exposed and no exposed
occupationally has been detected at concentrations 400 a 900 y 3 a 30 ng/ ml
respectively. It has been reported that PFOS can be considered as an endocrine
disruptor. However, its effect on proteins like EGFR, ERK 1/2 y StAR involved in
the signaling pathway of steroidogenesis in granulosa cells (CG) and thecal cell
(CT) has not been studied yet. In this study, female mice were administered with
doses of 0, 1.4, 10 and 21 umol /kg of PFOS for 8 days in the 13rd postnatal day.
PFOS did not change the body weight of the female mice administered, however it
was found an increase in the length of female mice ovaries treated with 10 pmol
/kg. Furthermore, it induced a decrease of EGFR in the CG but an increase in CT.
p-EGFR was not significantly changed in CT; however, in CG it increased slightly.
The PFOS did not cause significant alterations in the expression of ERK 1/2 in CG,
but it is observed a tendency of increasing in 1.4 and 10 umol /kg, while in CT it
was observed a decrease in 10 umol /kg. Moreover, the effect of PFOS caused an
increase on p-ERK 1/2 in CG in the dose 10 umol /kg, while a decrease was
observed in CT with same dose. Finally, it was observed that the CT of females
treated with PFOS 1.4 and 21 umol /kg, have a tendency to increase in StAR
content while those treated with 10 umol /kg reduced its content, however no
significant differences were found. Further experiments are necessary to evaluate
other parameters that help to elucidate the molecular mechanism of PFOS toxicity,
some of the experiments proposed are: to evaluate the expression of the mRNA of
PPARy, MMPs, ERK 1/2, CREB y SF-1.
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Introduccion

1. El ovario

Las funciones principales de los ovarios son producir ovocitos maduros
(ovogénesis) para la fertilizacion y la produccion de hormonas esteroides para
mantener las funciones del tracto genital. Los ovarios son 6rganos pares de forma
ovalada que se encuentran suspendidos en la cavidad abdominal de las hembras,
sostenidos por tejido conectivo y su tamafo varia segun la especie. El ovario es
una estructura sélida que tiene en su interior una parte medular integrada por
tejido conectivo, vasos sanguineos y linfaticos, musculo liso y fibras nerviosas.
Rodeando la médula se localiza la corteza, que es la region donde estan los
foliculos y dentro de éstos se encuentran los ovocitos (Trejo et al., 2005). Los
foliculos son la fuente principal de las hormonas secretadas por el ovario. Cada
foliculo esta formado por el ovocito, las células de la granulosa, una membrana
basal, las células de la teca interna que contiene fibroblastos, células endoteliales
y las células de la teca externa que contienen células similares a los fibroblastos y
son mas vascularizadas (Hatzirodos et al., 2014, Rajkovic et al., 2006). Los
ovocitos son células germinales con una carga genética diferente a las células
somaticas por efectos del entrecruzamiento genético que se produce durante la
etapa de paquiteno de la primera division meioética, los ovocitos se encuentran

rodeados de las células de la granulosa y de la teca (Trejo et al., 2005).

2. Foliculogénesis

La unidad funcional del ovario es el foliculo, constituido por células de la granulosa
y de la teca interna y externa que rodean al ovocito en crecimiento, funcionando
como soporte nutricional, ademas de llevar a cabo la sintesis de hormonas

esteroides (Gomez-Chang et al., 2012, Sanderson, 2006).



La foliculogénesis es un proceso muy selectivo donde, usualmente, solo un

foliculo asume la dominancia. El foliculo primordial estd compuesto por un ovocito

detenido en profase |, rodeado por una sola capa de células de la granulosa
planas, por fuera de la cual se halla una membrana basal que separa ambas

estructuras del tejido adyacente (Bethencourt, 2004). En el foliculo primario se

observa una proliferacién de células foliculares que se diferencian en la capa de
las células de la granulosa, de una morfologia aplanada y cuboide, en el foliculo
secundario aumenta el numero de células de la granulosa por mitosis, las células
externas de la membrana basal que rodean a las células de la granulosa forman la
capa concéntrica conocida como la teca, la teca interna comienza su
diferenciacion y la zona pellucida se forma a partir de una capa de glicoproteinas
(Bethencourt, 2004, Trejo et al., 2005). Bajo la influencia sinérgica de los
estrogenos, se produce un aumento en la producciéon del fluido folicular que se
acumula en los espacios intercelulares de las células de la granulosa, lo que

formara una cavidad denominada antro, formando asi el foliculo antral. El aumento

del fluido folicular conduce al desplazamiento del ovocito hacia la periferia, que
gueda rodeado por células de la granulosa, cuya capa mas interna en contacto
con la zona pellucida forma la corona radiata (Bethencourt, 2004, Rosell, 2004). El
foliculo de Graaf, es el foliculo maduro, se caracteriza por ser el foliculo de mayor

tamafo. El ovocito empieza a separarse del resto del foliculo rodeado solamente

por la corona radiata y sera expulsado (Figura 1) (Bethencourt, 2004).

2.1 Foliculogénesis en murinos
Uno o 2 dias después del nacimiento, un numero de foliculos primordiales
aparecen, mientras que el nimero de grupos de células germinales disminuye. En
el dia postnatal 3, una clase de foliculos primarios es perceptible por la presencia
de células de la granulosa de forma cubica y el crecimiento del ovocito, en esta
etapa numerosos foliculos primordiales remplazan los quistes de las células
germinales en la periferia del ovario. En el dia postnatal 7, las células germinales
han desaparecido en su mayoria y se encuentran foliculos primordiales en mayor
cantidad y los foliculos primarios y secundarios se encuentran en la zona medular

del ovario. En el dia postnatal 14 se observan mayor cantidad de foliculos



secundarios. Los foliculos degeneran por la falta de FSH y en el dia 21, hay mayor
cantidad de foliculos y el ovocito alcanza su diametro final de aproximadamente 70
UM y se encuentra rodeado por varias capas de células de la granulosa y areas
dispersas de liquido intersticial, que posteriormente formaran la cavidad antral
(Rajkovic et al., 2006).

Crecimiento Independiente de

gonadotropinas Crecimiento Dependiente de gonadotropinas
Preantral Antral
Antral Preovulatorio 1

Primordial Primario  Secundario

Ovocito Ovulacion
Tamafo (pm): <20 I— 20-70 : : 70 Fertilizacion

Formacion del
cuerpo Luteo

1. Membrana Basal, 2. Células de la Teca, 3. Células de la Granulosa, 4. Antro, 5. Zona pellcida, 6. Ovocito

Fig. 1. Representacion esquematica de los estadios en la foliculogénesis. Modificado de (Rajkovic
et al., 2006).

3. Células de granulosa y PPARs

Las células de la granulosa (CG) derivan del mesodermo y adquieren una forma
epitelial durante la foliculogénesis. Estas células en un foliculo primordial poseen
una morfologia y bioquimica heterogénea entre las capas de células, con respecto
a su cercania con el ovocito y células de la teca (Amsterdam et al., 1992). Las CG,
son el principal tipo de células en el ovario, proveen el microambiente para el

desarrollo del ovocito y proporcionan estructura y soporte (Qiu et al., 2013b).

Los receptores activados de proliferacion de peroxisomas (peroxisome proliferator-
activated receptors, PPARS) son una familia de receptores hormonales nucleares,
pertenecientes a la superfamilia de los receptores de esteroides, son activados por
varios factores, tales como herbicidas, plastificantes industriales, insulina y acidos



grasos; existen 3 isoformas: PPARa, PPARS, PPARy. Los PPARs estan
involucrados en las funciones del ovario, tales como la sintesis de esteroides,
angiogénesis, remodelacion de tejido y regulacion del ciclo celular; ademas
preservan las funciones del cuerpo lateo, es decir, la produccién de progesterona
para dar soporte a la implantacion y gestacion (Froment et al., 2006, Komar et al.,
2001). Los PPARs regulan la actividad y expresion de la aromatasa. La activacion
de los PPARs también inhibe la produccién de progesterona en cultivos de células
de granulosas porcinas, esto es debido al hecho de que los PPARs tienen la
capacidad de reducir la actividad de la 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Komar
et al., 2001).

Cada PPAR se transcribe a partir de un gene diferente. El gen que codifica para
PPARYy se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 3, consiste de 9
exones con aproximadamente 100 kb. Se ha demostrado que la disminucion en la
actividad de los PPARy se relaciona con la disminucién en la biosintesis de
hormonas en el ovario, por lo que se considera un factor importante en la fertilidad
(Sahmani et al., 2012).

El PPARy es la isoforma predominante que se expresa en las células de la
granulosa, este receptor se detecta en los foliculos primarios y secundarios y su
expresion aumenta conforme crece el foliculo y disminuye después del pico de LH,
lo que indica que tiene un papel importante en las células de la granulosa durante
la esteroidogénesis (Froment et al., 2006).

4. Células de la teca

Las células de la teca (CT) son reclutadas a partir de las células del estroma
ovarico, su diferenciacion en CT interna y externa se considera que es controlada
por factores paracrinos que son secretados por las CG. Se ha sugerido que
después del estado de foliculo primario, las células troncales que se encuentran
en el estroma son inducidas a la proliferacion por factores de las células troncales,
como el factor de crecimiento insulinico- 1 (IGF-1) que son secretados por las

células de la granulosa y los factores secretados por el ovocito, tales como el



factor de diferenciacion de crecimiento 9 (Growth Diferentiation Factor, GFD9)
(Hatzirodos et al., 2014). Las funciones de las CT son: estructura de soporte y
reguladores ovaricos de los foliculos en desarrollo, proveer andrégenos a las
células de la granulosa para producir estrogenos y estimular el crecimiento de los

primeros foliculos mediante la secrecion de andrégenos (Qiu et al., 2013b).

5. Biosintesis de hormonas esteroides

Los procesos fisiolégicos desde la vida fetal hasta la adultez estan regulados por
una variedad de hormonas, como la hormona del crecimiento (GH), el cortisol, la
tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3), la testosterona (T2), la progesterona (P4),
androsterona y el estradiol (E2) entre otras. En especifico las hormonas esteroides
se producen en las glandulas suprarrenales, testiculos y ovarios y responden al
estimulo de las hormonas troficas: hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH) y a factores ambientales y genéticos (Manna et al., 2009, Miller y
Auchus, 2011).

La produccion de esteroides en el ovario es critica para el desarrollo normal y la
funcién de tejidos y 6rganos en las hembras, en los que se incluyen: vagina, Gtero,
mama, esqueleto y ovario. En el ovario este proceso implica varias vias de
sefalizacion en mudltiples tipos de células soméaticas (Jamnongjit y Hammes,
2006). En los ovarios de los mamiferos, la esteroidogénesis se lleva a cabo por las
células de granulosa y de la teca y por influencia de las hormonas LH y FSH. En
este proceso los androgenos se sintetizan a partir del colesterol en las células de
la teca que son estimuladas por la accion de la LH posteriormente, €stos son
transformados en estrogenos por las células de la granulosa estimuladas por la
FSH (Jamnongjit y Hammes, 2006). En las células de la teca se expresan
principalmente los receptores de LH y la enzima CYP17, que convierte la
pregnenolona en dehidroepiandrosterona (DHEA) y la progesterona en
androstenediona; mientras que en las células de la granulosa se expresan
principalmente los receptores de FSH y la aromatasa (CYP19) que convierte los

androgenos en estrogenos (Figura 2) (Jamnongjit y Hammes, 2006). Por otro lado,



el proceso de esteroidogénesis también requiere de la participacion de la proteina
Reguladora de la esteroidogénesis Aguda (StAR por sus siglas en inglés; masa
molecular 30 kDa) que transporta el colesterol desde la membrana mitocondrial
externa hacia la interna, donde se encuentran las enzimas esteroidogénicas. StAR
se expresa en las células de la teca y es una proteina limitante de la produccion
de esteroides, por lo que es necesaria para el funcionamiento adecuado del ovario

en hembras adultas (Jamnongjit y Hammes, 2006).
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Fig. 2. Resumen de la biosintesis de esteroides en el ovario. CG; células de la granulosa, CT:
células de la teca, FSH, Hormona foliculo estimulante, LH, Hormona luteinizante, StAR: proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda.

6. Via de sefalizacion de esteroides

La secrecibn de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que es
sintetizada en el hipotalamo, estimula la secrecion pulsatil de LH y FSH, que se
unen a sus receptores, que estan acoplados a proteinas G y al receptor del factor
de crecimiento (EGFR, anfiregulina y epirregulina), todo esto promueve finalmente,
la esteroidogénesis (Figura 3) (Carbajal et al., 2011, Woods et al., 2007). En el
ovario, la esteroidogénesis inicia en las células de la teca con la activacion del
receptor de LH (LHR) que estimula la produccion de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) y la sefializacion subsecuente de la proteina cinasa A (PKA), mientras que

en las células de la granulosa, la activacion del receptor de FSH (FSHR) estimula



la sefalizacion de la proteina cinasa C (PKC). La activacion de PKA y PKC activan
al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), promoviendo la
activacion de la via de las cinasas reguladas extracelularmente (ERK 1/2). ERK
1/2 sub-regula la fosforilacion de la proteina StAR, que es una proteina
mitocondrial que se sintetiza rapidamente como respuesta a la estimulacion
hormonal, incrementando la produccion de esteroides (Carbajal et al., 2011,
Jamnongjit y Hammes, 2006, Sanderson, 2006). La via mediada por las cinasas
de proteinas activadas por mitégeno (MAPK) participa en la transduccion de
sefales iniciadas por citocinas, como los factores de crecimiento epidérmico
(EGF), cuyos receptores tienen actividad intrinseca de tirosina cinasa, lo que
desencadena la activacion secuencial de otras cinasas efectoras como MEK-
ERK1/2. La funcion de MAPK implica la fosforilacion de factores transcripcionales
asociados con la biosintesis de esteroides (Chang et al., 2012, Manna y Stocco,
2011).

6.1 Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
El desarrollo y funcién del ovario, foliculos ovaricos y ovocitos dependen de una
interacciébn compleja entre hormonas y factores de crecimientos que regulan el
progreso del ciclo celular y pueden desempefiar un papel en la morfogénesis y en
el mantenimiento de la homeostasis y supervivencia celular (Sasseville et al.,
2010, Zheng et al., 2009). Para el estudio de los factores de crecimiento, se han
clasificado en familias, atendiendo a sus caracteristicas estructurales y efectos
biol6gicos: Familia del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento
fibroblastico, del factor de crecimiento plaquetario, del factor de crecimiento similar
a insulina, del factor de crecimiento transformante B, y del factor de crecimiento

hematopoyéticos (citocinas) (Diaz et al., 1998).

El primer factor de crecimiento que se descubri6é fue el factor de crecimiento
epidérmico, que se aisl6 de la glandula submaxilar del raton (Cohen, 1962),
pertenece a una familia de factores de crecimiento que son proteinas que poseen
seis cisteinas y forman tres enlaces disulfuro. Estos enlaces son esenciales para

mantener su estructura terciaria, esta familia tiene la capacidad de unirse al mismo



receptor, el receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) el cual es una
glicoproteina transmembranal de superficie de 170 kDa (Hunter et al., 1984). El
EGFR tienen actividad de tirosina cinasa y dimeriza en la presencia de un ligando
e induce la auto fosforilacion en los residuos de tirosina. Este evento de activacion

desencadena la cascada de fosforilacion de las MAPK (Light y Hammes, 2013).

6.2 Cinasa regulada extracelularmente (ERK 1/2)

Las cinasas de proteinas activadas por mitdgeno (MAPK) ERK1 (PM 44 kDa) y
ERK2 (PM 42 kDa) (ERK 1/2) se encuentran muy conservadas en las células de
los eucariontes. Estas cinasas se unen a receptores transmembranales y a varias
proteinas, integrando asi las sefiales para el control de procesos celulares como la
supervivencia y diferenciacion celular. La cascada de sefalizacion de ERK 1/2
juega un papel importante en la regulacion de la esteroidogénesis regulada por las
cinasa PKA y PKC (Manna y Stocco, 2011). La activacion del receptor de LH lleva
a un transactivacion rapida del EGFR, proceso que es necesario para activar la
cascada de sefalizacion de ERK 1/2 (Light y Hammes, 2013). La funcion de
MAPK implica la fosforilacion de factores transcripcionales, lo que resulta en la
activacion, regulacion de la expresion y fosforilacion de StAR, en el residuo de
serina 232, esta fosforilacion es necesaria para la accidon de StAR sobre el
transporte de colesterol a la membrana interna de la mitocondria (Gémez-Chang
et al., 2012). En mamiferos, en las células de la granulosa, ERK 1/2 es activada en
respuesta a las gonadotropinas y es importante en la regulacion de la
esteroidogénesis ovarica inducida por gonadotropinas (Paul et al., 2010). La via de
sefalizacion de ERK 1/2 también puede ser activada a través de la sefializacion
directa rio abajo de la PKA. Trabajos realizados en ratones nulos para ERK 1/2, en
las células de la granulosa durante la maduracion, revelaron que estas cinasas se
requieren para la detencion del ciclo celular, la expansion de las células del
cumulo, la induccién de la meiosis en el ovocito, la ovulacion y la diferenciacion de
las células de la granulosa en células lateas durante la formacion del cuerpo luteo
(Karlsson et al., 2010).



6.3 Proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR)
La transferencia de colesterol de la membrana externa mitocondrial a la interna es
el paso limitante en la esteroidogénesis. Este paso es mediado por la StAR. En el
ovario la esteroidogénesis de novo ocurre en las células de la teca, células de la
granulosa luteinizadas y células luteas (LaVoie et al., 2014). El efecto agudo de la
FSH y LH, incrementa el contenido intracelular de AMPc activando a la PKA, que
inicia la cascada de fosforilacion de proteinas que termina en la fosforilacion de
StAR ésta aumenta su expresion por el efecto hormonal que promueve la
esteroidogénesis en las gonadas (Gomez-Chang et al., 2012). Se ha observado
una estrecha relacion entre la sintesis de StAR y la sintesis de esteroides. La
inhibicion transcripcional o transduccional de la expresion de StAR produce una

disminucién de la biosintesis de esteroides (Manna et al., 2009).
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Fig. 3. Via de sefalizacion de la esteroidogénesis en el ovario. ACs: adenil ciclasa soluble, AMPc:
Adenosin monofosfato ciclico, EGF-R Receptor del Factor de crecimiento epidérmico, ERK1/2:
Cinasas reguladas por sefiales extracelulares, FSH-R: Receptor de Hormona Foliculo estimulante,
LH-R: Receptor de la hormona luteinizante, PKA: proteina cinasa A, PKC; Proteina cinasa C, PO4:

Fosforilacion StAR: proteina de la regulacion aguda de la esteroidogénesis.



7. Disruptores endocrinos (DE)

Los DE son sustancias toxicas que afectan la sintesis, secrecion, transporte,
union, accion, o eliminacién de hormonas presentes en el cuerpo (Basavarajappa
et al., 2012). Algunos DE actuan de forma aditiva con las hormonas del organismo
actuando en multiples sitios y 6rganos blanco. También pueden interferir con los
mecanismos de retroalimentacion del sistema endocrino, pueden actuar como
inhibidores o activadores de las enzimas clave o bien en los niveles de expresion
de las enzimas involucradas en la biosintesis de esteroides (Hampl et al., 2014).
Entre estos compuestos se encuentran plaguicidas, cosméticos, solventes,
pinturas, productos de uso farmacologico y otros contaminantes presentes en el
medio como los compuestos perfluorados (CPF), que alteran la homeostasis
endocrina en los organismos. Varios estudios han demostrado los vinculos entre la
exposicion a DE y problemas reproductivos, tanto en humanos como en animales
(Heath et al., 2011).

8. Compuestos perfluorados

Los compuestos perfluorados (CPF) son compuestos sintéticos con propiedades
repelentes al aceite y de baja tensién superficial, son insolubles en agua y en
solventes orgénicos. Desde 1950, los CPF se han utilizado en productos textiles,
industriales, de cuidado personal y envases alimentarios y que, al ser desechados,
contaminan (Chen, 2012, Fei et al.,, 2009, Halldorsson et al., 2012). La fuente
principal de los CPF en humanos se encuentra en la ingesta diaria. Los productos
alimenticios pueden contaminarse directamente desde el envasado o por la
bioacumulacién en la cadena alimenticia; otras vias de exposicion son el consumo
de agua potable, inhalacion de polvo al aire libre, y productos de consumo con
recubrimiento de PFAAs resistentes al aceite y agua (Kjeldsen y Bonefeld-
Jorgensen, 2013, Petro et al., 2014).

Los CPF estan constituidos por una cadena de 4 a 14 carbonos saturados de flior
y en el carbono terminal contienen un grupo sulfonato, amina o acido carboxilico

La familia de los CPF es muy amplia y a esta pertenecen algunos compuestos
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como: el sulfonato de perfluorhexano (PFHX), amonio de perfluorooctanoato
(PFNA), perfluorodecanoato (PFDA), pefluoroundecanoato (PFUna),
perfluorododecanoato (PFDoA), entre otros. Por su estabilidad quimica y
resistencia a la biodegradacion, generan problemas de salud, tanto en la vida
silvestre como en los humanos. El uso y produccién de los CPF incrementa la
presencia de acidos perfluoralquilos (PFAAS) en el ambiente (Halldorsson et al.,
2012, Kjeldsen y Bonefeld-Jorgensen, 2013).

Los dos PFAAs que mas se detectan en humanos y animales son los de 8
carbonos: el acido perfluorooctanoico (PFOA) y el sulfonato de perfluorooctano
(PFOS) (Halldorsson et al., 2012). En humanos y animales, estos compuestos son
absorbidos facilmente y eliminados pobremente, ya que tienen una vida promedio
de 5 afios, los PFAAs son distribuidos en el organismo, principalmente en el suero
e higado (Petro et al., 2014).

8.1 Efectos de los compuestos perfluorados

Los PFAAs tienen la capacidad de interactuar con los PPARSs lo que provoca una
alteracion metabdlica. Dentro del ovario en el microambiente folicular, los PFAAs
se unen a los PPARs lo que interfiere con la esteroidogénesis Yy
subsecuentemente con el desarrollo del ovocito (Petro et al., 2014). En cultivos
celulares de la linea de cancer de seno (MCF-7), concentraciones de 1, 10 y 100
UM de PFOS y PFOA indujeron la proliferacion celular. Veinticuatro horas después
de la exposicion a los PFAAs el porcentaje de células en fase S se incrementd en
comparacion con el grupo control en el que las células permanecieron en la fase
GO0/G1 de ciclo celular (Maras et al., 2006).

Un estudio realizado en ratas macho a las que se les administré diariamente una
dosis de PFOA 25 mg/kg de peso durante 15 dias indujo la disminucion de la
concentracion de testosterona tanto en plasma sanguineo como en el liquido
intersticial del testiculo. Se observdO ademas un incremento en la actividad
aromatasa y un aumento en los niveles de estradiol en el suero induciendo la

hiperplasia de las células de Leydig y formacién de adenomas. Este estudio
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sugiere que los PFAAs son capaces de interferir en los procesos endocrinos de los

seres vivos (Biegel et al., 1995).

9. Sulfonato de perfluorooctano (PFOS)

El sulfonato de perfluorooctano (PFOS) (Figura 4) es un anion, en el que todos los
atomos de carbono se encuentran totalmente enlazados a atomos de fluor. Este
compuesto se produce a partir de la hidrolisis de fluoruro de perfluorooctano
sulfonilo (CgF17SO2F) y la degradacion en el medio ambiente de la perfluorooctano
sulfonamida (CgF17SO2NH,) y de ciertas N-aquil- perfluorooctano sulfonamidas
(CgF17SO2N(R), que son precursores de productos comerciales, tales como:
pinturas, ropa, calzado, lubricantes, ceras para pisos y coches y espumas para la

extincion de incendios (Chang et al., 2012).
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Fig.4. Estructura del sulfonato de perfluorooctano (PFOS).
El PFOS generalmente se emplea en forma de sal o se incorpora a polimeros de
moléculas de mayor tamafio (Programa de las Naciones Unidas para el Medio

Ambiente, 2006). Las propiedades fisicas y quimicas de la sal de potasio del

PFOS se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de la sal de potasio de PFOS. Tomado de (Programa de
las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, 2006).

Propiedad Valor

Apariencia a temperatura y presion Polvo blanco
normales
Masa molecular 538 g/mol
Punto de fusion >400 °C
Punto de ebullicion No mensurable

Se han realizado pocos estudios acerca de la farmacocinética del PFOS; sin
embargo, se sabe que PFOS tiene una tasa de eliminacion baja debido a un
proceso de reabsorcion renal saturable. En ratas macho la vida media de
eliminacion es de 33 dias después de una dosis Unica de 400 ug/kg y de 80 dias
después de 12 semanas de tratamiento con una concentracion de 425 ng/g
(Chang et al., 2012).

En ratones dos grupos expuestos a una dosis Unica oral de PFOS de 1 o 20 mg/kg
de peso corporal, los valores medios de eliminacién fueron de 42.81 y 37.80 dias
en machos y en hembras respectivamente y en la concentraciéon de 20 mg/kg la
eliminacién es de 36.42 y 30.35 dias (Chang et al., 2012). En la tabla 2 se
muestran los parametros farmacocinéticos que se obtuvieron de ratones

expuestos a PFOS.

Tabla 2 Parametros farmacocinéticos en ratones CD-1 que recibieron una dosis oral Unica de
PFOS de 1 0 20 mg /kg, evaluados durante 20 semanas (141 dias) (Chang et al., 2012).

Parametro Sexo 1 mg/kg 20 mg/kg
[PFOS] final €N suero (ug/ ml) Macho 0.344 5.15
Hembra 0.276 3.47
T2 Macho 42.81 36.42
Hembra 37.8 30.45
Depuracién (CL) (ml/ dia/kg) Macho 4.7 5
Hembra 4.74 5.95
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9.1 Concentraciones de PFOS en poblaciones y alteraciones
fisiologicas

Entre los nuevos compuestos contaminantes persistentes, el PFOS se ubica en la
novena posicion de la lista de la convencion de Estocolmo del 2009 (Wan, 2011).
Estudios realizados en poblaciones no expuestas ocupacionalmente a PFOS en
los Estados Unidos de Norteamérica, Colombia, Brasil, Bélgica, Italia, Polonia,
India, Malasia y Corea, detectaron en suero concentraciones de 3 a 30 ng/ de este
compuesto, en tanto que en poblaciones expuestas ocupacionalmente las

concentraciones fueron de 400-900 ng/ml (Lopez- Doval et al., 2014).

El PFOS en concentraciones de relevancia ambiental, afecta la actividad del
sistema neuroendocrino, promueve la expresion del receptor de estrogenos y
androgenos, puede modular la biosintesis de hormonas especificas y disminuye la
expresion de enzimas y transportadores involucrados en la esteroidogénesis
(Austin et al., 2003, Gorrochategui et al., 2014, Wan, 2011). Se ha reportado que
tiene efectos adversos a nivel hepatico y reproductivo en especies animales como
roedores y mono Rhesus (Wan, 2011). En humanos los datos epidemioldgicos
sugieren una asociacion entre la presencia y exposicion a PFOS con alteraciones

en la reproduccion humana como la endometriosis (Petro et al., 2014).

El PFOS afecta el ciclo estral en ratas, aumentando los niveles de corticosterona
en suero, mientras que en el hipotdlamo disminuye las concentraciones de leptina
y norepinefrina, induce concentraciones bajas de glucosa y colesterol en suero,
afecta la homeostasis del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo y del eje adrenal; en
hembras, modifica las hormonas sexuales produciendo mayor incidencia de
abortos en ratas prefiadas. En rata y raton, la exposicion prenatal a dosis de
PFOS altas (5-20 mg/kg) lleva a la muerte neonatal subita, retardo en el
crecimiento y desarrollo de las crias, ademas las crias hembras de ratdn
mostraron un incremento en el peso corporal (Austin et al., 2003, Fei et al., 2009,
Lau et al., 2009, Zheng et al., 2009), por lo anterior, PFOS se considera un

disruptor endocrino.
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Antecedentes

El PFOS es un compuesto utilizado ampliamente en la industria como agente
surfactante, presenta resistencia al agua y al aceite por lo que es empleado para
cubrir superficies en papeles y textiles (Austin et al.,, 2003, Biegel et al., 1995,
Bijland et al., 2011). Debido a su estabilidad estructural quimica y su larga vida
media se acumula en el ambiente, es pobremente eliminado y por tanto se
acumula en los organismos silvestres, los humanos también estan expuestos a
este compuesto por contaminacion, a través varias fuentes de exposicion: el agua
y la alimentacion, y en el uso doméstico a través de pinturas y envolturas que

protegen los alimentos (Austin et al., 2003).

El PFOS es un agente contaminante que ha sido detectado en el higado y plasma
sanguineo de animales silvestres a nivel global (Austin et al., 2003). En humanos
se han reportado concentraciones altas de PFOS de un intervalo de 0.1-30.4 ng/ml
en el fluido folicular y de 2.8-12.5 ng/ml en suero sanguineo de mujeres con
problemas reproductivos. Las concentraciones detectadas por (Petro et al., 2014)
son mayores a las de otros DE, como el bisfenol- Ay el DDT. Esto podria deberse
a la capacidad de los PFAAs de unirse a proteinas, tales como B-lipoproteinas y

albumina y asi transportarse al suero, y a su gran estabilidad (Petro et al., 2014).

En estudios in vivo se ha demostrado que el PFOS altera la produccion de
androgenos, testosterona y estrégenos en truchas arcoiris y carpitas cabezona. En
roedores se ha demostrado que la exposicion a PFOS se correlaciona con bajo
peso corporal de las crias y aumento en la muerte neonatal (Ankley et al., 2005,
Austin et al., 2003, Benninghoff, 2011, Biegel et al., 1995). En ratones macho de la
cepa CD-1 expuestos a PFOS por 7, 14 y 21 dias en dosis de 0,1, 5, 10 mg/kg, se
observé que en el dia 21 disminuyeron la concentracion de T, en suero y la cuenta
espermatica (Wan, 2011). Estudios in vitro en cultivos primarios de tilapia
expuestos a el PFOS por 72 h demostraron que induce la produccion de
estrogenos (Liu et al., 2007). En adrenales humanas (linea celular H295R) se

observé que PFOS es capaz de modular la esteroidogénesis de dichas células
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adrenocorticales, ya que la exposicion a PFOS provoca un aumento en las
concentraciones de estradiol (E), testosterona (T,) y progesterona (Kraugerud et
al., 2005).

En otro estudio, se investigd el papel de PFOS como DE, midiendo la actividad
anti-estrogénica, anti androgénica y anti tiroidea utilizando genes reporteros
empleando como modelo in vitro cultivos de la linea celular H295R y el modelo in
vivo de embriones de pez cebra, logrando caracterizar asi el efecto potencial de
PFOS en las funciones de los receptores estrogénicos, androgénicos y tiroideos.
Los resultados obtenidos a partir de la linea celular H295R indican que PFOS
puede actuar como un agonista del receptor estrogénico (RE) y un antagonista del
receptor de la hormona tiroidea, también se observé un incremento de E,, asi
como una alteracion en los niveles de expresién de genes involucrados en la
esteroidogénesis y una disminucién de T, causada por la inhibicion de la
conversion de progesterona a testosterona a través de la inhibicion de CYP17. En
el cultivo de embriones de pez cebra, se observé que los genes relacionados con
el desarrollo de la tiroides, tales como: hhex y pax 8 tuvieron un aumento en su
expresion dependiente de la concentracion de PFOS, los genes de la produccién
de estrégenos en los que se incluyen esrl y esr2b, se observd que esrl tuvo un
aumento en su expresion, mientras que esr2b tiene una disminucién, y también se
observé la disminucion de las enzimas esteroidogénicas CYP17, CYP19 y
CYP19b. Llegando asi a la conclusion de que PFOS tiene como efectos en el
sistema endocrino, interferir con los receptores nucleares, alterar la
esteroidogénesis y afectar la expresion de genes relacionados con el sistema

endocrino, tanto in vitro como in vivo (Du et al., 2012).

10. Efecto de PFOS sobre la actividad de EGFR, ERK 1/2
y StAR

Existen estudios en los que se ha comprobado que el PFOS tiene un efecto

dependiente de concentracion sobre la actividad y fosforilacion de las proteinas
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EGFR, ERK 1/2 y StAR, en células somaticas como: células de Sertoli, células de

Leydig, células de cerebelo, y células cardiacas, entre otras.

10.1 Actividad del EGFR en un modelo in vivo expuesto a PFOS
Se ha evaluado el efecto de PFOS como xenobidtico en la vida temprana de ratas
Sprague-Dawley, expuestas prenatalmente, las dosis empleadas fueron 0.1, 0.6 y
2.0 mg/kg/ d via oral del dia 2- 21 de gestacidon. Las crias se mantuvieron vivas
hasta el dia 21 postnatal cuando fueron sacrificadas, se obtuvieron los extractos
proteinicos de corazon, por medio de western blot se evalud la actividad de
proteinas en la que se incluye EGFR. En los resultados se observé que PFOS
induce un incremento en la actividad de EGFR particularmente en la dosis de 2.0
mg/kg/d, la expresibn de EGFR en los grupos de concentraciones bajas e
intermedias fue normal, lo que sugiere un proceso de desarrollo celular normal y

en la dosis mayor produce un efecto toxico (Xia et al., 2011).

10.2 Actividad de la ERK 1/2 en modelos expuestos a PFOS

En un modelo in vitro de células de Sertoli, se estudié el dafio en la disfuncion
reproductiva masculina causado por PFOS. Las concentraciones empleadas
fueron de 5-60 uM, a fin de determinar el efecto de PFOS sobre la via de
sefalizacion de la MAPK, se empleé un inhibidor especifico de esta via de
sefializacion y se evaluaron las proteinas relacionadas en la via de las MAPK. Se
observo un aumento en la expresion de la fosforilacion de ERK. Con base en los
resultados obtenidos se lleg6 a la conclusion de que PFOS activa proteinas de la
via de sefalizacion de las MAPK: la p38 y a ERK (Qiu et al., 2013a).

En dos estudios realizados por el mismo grupo de trabajo, se ha estudiado el
efecto de PFOS en la via de sefializacion de las MAPKs en cultivos de células
granulares del cerebelo; estas células se aislaron a partir de ratas de 7 dias de
edad postnatal, el cultivo se mantuvo por un periodo de 7 dias y posteriormente
las células se trataron por 24 h con PFOS en concentraciones de 0, 3, 10 y 30 uM
(Lee et al., 2012, Lee et al., 2013). Primero se estudi6 la actividad de PKC y sus

isoformas a, Bll y € en los cultivos expuestos con las concentraciones de 0, 3y 30
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UM; se observé la induccion en la translocacion de PKC de una manera dosis
dependiente, estos resultados sugieren la alteracion de la fosforilacion, que es un
paso clave para la via de sefalizacion de las MAPKs (Lee et al., 2012). Mientras
gue en la segunda investigacion el tratamiento con PFOS 10 y 30 uM por 24 hrs
disminuyo la viabilidad de manera dosis dependiente. La fosforilacion de ERK
incrementd a partir de los 5 min de exposicion a PFOS y se mantuvo hasta las 6 h
y posteriormente regreso a nivel basal sin cambios en el nivel, la fosforilacion de

ERK incrementd de manera concentracion dependiente (Lee et al., 2013).

10.3 Actividad de StAR en modelos expuestos a PFOS
El grupo de trabajo de (Wan, 2011) evalué el efecto de PFOS en el testiculo de
ratdbn de la cepa CD-1, los ratones fueron expuestos en dosis de 0, 1, 5, y 10
mg/kg por 7, 14 y 21 dias, en éste estudio se evaluaron las concentraciones
plasmaticas de testosterona, asi como la cuenta espermatica y los niveles de
transcripcion de los genes que codifican para enzimas esteroidogénicas, dentro de
las que se incluye StAR. Los resultados reportados fueron una disminucion
significativa en los niveles de testosterona y bajo conteo espermatico en los
ratones expuestos en la dosis mayor y la expresion génica de StAR disminuy6 en

el grupo de 21 dias de tratamiento y con dosis de 5 y 10 mg/kg.

Otros estudios han evaluado el efecto de PFOS en la funcién de las células de
Leydig fetales de ratas Sprague-Dawley. Las ratas fueron expuestas
prenatalmente en dosis de 5y 20 mg/kg/d, via oral desde el dia 11 de gestacién
hasta el 19, las ratas fueron sacrificadas en el dia 20 de gestacion y se obtuvieron
las células de Leydig, se evalué la produccion de T, expresion de genes y
proteinas, en la que se incluye StAR. En cuanto a los resultados obtenidos se
observé una disminucién significativa de la expresion de RNAm de StAR en el
grupo de 20 mg/kg y por tanto en la actividad de la proteina StAR también se

encontré una disminucion en esta concentracion (Zhao et al., 2014).
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Justificacion

Los CPF son contaminantes persistentes que se han detectado en humanos y
animales a nivel mundial; en poblaciones no expuestas las concentraciones de
estos compuestos en el suero sanguineo se han detectado en un rango de 3-30
ng/ ml y en poblaciones expuestas estas concentraciones aumentan (400-900 ng/
ml). Estudios epidemioldgicos de toxicologia reproductiva han demostrado un
vinculo entre la exposicidn a xenoestrogenos y un aumento en la frecuencia de
anomalias en la reproduccion en animales y humanos. Hay trabajos que indican

gue los CPF pueden actuar como DE e interferir en los procesos reproductivos.

El CPF que més se encuentra en los organismos es el PFOS, este compuesto se
ha detectado principalmente en higado y fluidos como plasma sanguineo, leche
materna semen Y fluido folicular, este hecho podria deberse a la capacidad de los
CPF de unirse a proteinas, como lipoproteinas y albumina y transportarse para
unirse a 6rganos blanco en el cuerpo. Especificamente en el caso de las hembras,
este compuesto podria afectar los eventos que se llevan a cabo en los foliculos,
donde las interacciones entre las hormonas, factores de crecimiento y las células
somaticas que rodean el ovocito (células de la granulosa y de la teca) son

esenciales para generar un ovocito competente.

Se sabe que PFOS puede actuar como DE y afectar la expresion génica y la
actividad de StAR, del EGFR y la via de sefializacion de las MAPK,
especificamente de la cinasa ERK 1/2, la cual es un punto clave para la activacion
de la proteina StAR, que es el paso limitante para la esteroidogénesis. Hasta la
fecha no se ha realizado un estudio donde se evalue el efecto del PFOS sobre las
proteinas antes mencionadas en las células de la granulosa y de la teca por lo
cual es importante dilucidar el efecto que tiene este compuesto y su mecanismo

de accién en la via de sefalizacion en la esteroidogénesis.

Para esto el murino es un excelente modelo de estudio, ya que presenta un ciclo
de vida corto, es facil de manipular y las herramientas moleculares son accesibles

para estudiar las proteinas involucradas en la esteroidogénesis en el ovario.
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Pregunta de investigacion

* ¢ Como afecta PFOS a la sintesis de los estrogenos?
* ¢Altera PFOS la expresion de EGFR, ERK 1/2 y StAR?

Hipotesis

Si PFOS es un disruptor endocrino, entonces, al administrase a hembras murinas,
producird modificaciones en la actividad de las proteinas EGFR; ERK 1/2 y StAR,
involucradas en la via de sefializacion de la esteroidogénesis en las células de la
granulosa y de la teca.
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Objetivo general

Determinar los efectos de PFOS sobre la via de sefializacion relacionada con las
proteinas EGFR, ERK 1/2 y StAR, que regulan la esteroidogénesis en las células

de la granulosa y de la teca.

Objetivos particulares

* Determinar el efecto de la administraciéon del PFOS en el peso corporal de
los individuos expuestos.

* Determinar si la exposicion al PFOS altera las caracteristicas morfoldgicas
del Utero y ovarios.

* Aislar las células de la teca y de la granulosa.

* Determinar los cambios en la expresion de las proteinas EGFR, ERK 1/2 y

StAR, en extractos proteinicos de células de la teca y de la granulosa.
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Disefio experimental

Obtencion de individuos de estudio:

Las hembras para el ensayo se obtuvieron a partir de dos unidades reproductivas
de la cepa CD1 que constaron de dos hembras y un macho cada una,

proporcionados por el bioterio de la UAM- Iztapalapa.

Una semana después del nacimiento las crias fueron sexadas y se ajustaron las
camadas a un tamafio de 7- 9 crias: seis-ocho hembras y un macho; a los 13 dias
postnatal se inicié a administrar el tratamiento diariamente durante 8 dias, via oral
con una canula acoplada a una jeringa de 1 ml. Cada dosis se ajusté al peso

corporal de cada individuo.
Preparacion del compuesto perfluorado:

Se preparé el vehiculo a partir de una emulsion de lecitina de soya y aceite de
cacahuate en proporcion 1:10. De esta mezcla se tomaron 4 volimenes y se
adicion6 1 volumen de agua, para obtener la emulsion que se soénico por 10
minutos. El sulfonato de perfluorooctano (sal de potasio de PFOS) de pureza 98%,
se prepar6 con el vehiculo para tener una solucién stock de 21uM. A partir de la
gue se prepararon dosis de 1.4, 10, y 21 pmol/kg (Figura 5) (Johansson et al.,
2008b).

Los animales se dividieron en cuatro grupos experimentales:

Grupo control: Hembras a las que Unicamente se les administro el vehiculo N=9.
Grupo 1: Hembras a las que se les administro [1.4 umol/kg] (0.75mg/kg) N = 12.
Grupo 2: Hembras a las que se les administrd [10 umol/kg] (5.38 mg/kg) N =12.

Grupo 3: Hembras a las que se les administrd [21 umol/kg] (11.3 mg/kg) N= 13.
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Mezcla de
Lecitina de soya- aceite de
cacahuate (1:10)

L

Sonicacion: 4 vol. mezcla +
1 vol. H,O por 10 min

Emulsion: para solucion

‘/denﬂiio\.

Solucion stock 21 ymol

Solucion: control

N\

Soluciones: 1.4, 10 y 21
pumol/ Kg

_—

Animales marcados como
1= control
2= 1.4 umoal/ Kg
3= 10 ymol/ Kg
4= 21 umol/ Kg

Fig. 5. Diagrama del disefio experimental empleado en el estudio.
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Material y método

A menos que se indique lo contrario, los reactivos empleados fueron de la marca

Sigma-Aldrich (EUA) y los medios de cultivo de la marca In Vitro S.A. (México).

11. Obtencion de los individuos para la administracion de

PFOS

Los individuos empleados para el estudio, se obtuvieron a partir de dos unidades
reproductivas de ratén cepa CD 1, que estaban formadas por 2 hembras y un
macho por caja; los animales en edad reproductiva fueron proporcionados por el
bioterio de Universidad Autonoma Metropolitana- Iztapalapa y se mantuvieron
bajos las condiciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999
(SAGARPA, 2001) y con agua y alimento ad libitum; el ciclo estral de las hembras
fue evaluado por método visual. En este método se observaron los cambios

morfologicos de la vagina.

Proestro: se caracteriza por presentar los labios vaginales inflamados, hiumedos y
de color rosa, la apertura de la vagina es amplia. Estro: la vagina se torna menos
rosa y humeda y la inflamacién de los labios disminuye. Metaestro: la apertura
vaginal es pequefia y los labios vaginales son blancos. Diestro: la apertura vaginal
es muy pequefia y los labios parecen estar cerrados (Figura 6) (Byers et al., 2012).
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Fig. 6. Ejemplo de los 4 estadios del ciclo estral, tomado de (Byers et al., 2012).

El apareamiento se confirmé por la presencia de tapon de vaginal y el dia que se
detect6 el tapdn vaginal se definio como el dia 1 de gestacién y las hembras se

mantuvieron separadas individualmente.

El dia de nacimiento de las crias fue asignado como el dia 1, y en el dia 7
postnatal las crias fueron sexadas, las camadas se ajustaron a 7-9 crias de la
siguiente manera 6-8 hembras y 1 macho, las crias excedentes se sacrificaron.
Las crias que se emplearon para el estudio permanecieron con la madre hasta el
dia del sacrificio y la madre se regresaba a la caja de unidad reproductiva para

aparearse nuevamente.

12. Administracion del PFOS

Para observar el efecto del PFOS sobre la via de sefalizacion de la
esteroidogénesis se emplearon las hembras prepuberes de la cepa CD1 obtenidas

a partir de las unidades reproductivas. Los animales fueron dosificados via oral
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con una canula acoplada a una jeringa de 1 ml diariamente durante 8 dias a partir
del dia 13 postnatal, las dosis empleadas fueron 1.4, 10 y 21 umol/kg de peso
corporal equivalente a 0.75, 5.38 o 11.3 mg/kg (Johansson et al., 2008b). Las
hembras se pesaron diariamente a partir del dia 13 (inicio de tratamiento) y hasta
el dia 21 postnatal (dia de sacrificio), en el dia 13 se descartaron a las hembras
con un peso menor a 6 g y cada dosis se ajustd por el peso corporal de cada

individuo diariamente.

El sulfonato de perfluorooctano (sal de potasio de PFOS de pureza 98%), se
mezclé con lecitina de soya y aceite de cacahuate (Oleum arachidis) en proporcion
1:10. De esta mezcla se tomaron 4 volimenes y se adicion6 1 volumen de agua,
para obtener la emulsién se sonicé por 10 minutos. Se prepar6 una solucion stock
21 umol y a partir de esta se elaboraron las soluciones de trabajo (Johansson et

al., 2008b). En la tabla 3 se muestran los grupos utilizados.

Para estimular el desarrollo folicular de los animales en el dia 19 postnatal se
administraron 5 U.l. de Gonadotropina coridnica equina (eCG; FOLLIGON®) de
forma subcutanea y 48 h después de la estimulacion se sacrificaron por
dislocacion cervical, inmediatamente después se obtuvieron el Gtero y los ovarios
(Hinojosa et al., 1999).

Tabla 3 Grupos y dosis empleadas en la administracion de PFOS a ratones hembras

Grupo Dosis PFOS pumol/kg N
Control 0 9
Experimental 1 1.4 12
Experimental 2 10 12
Experimental 3 21 13
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13. Obtencion de (teros y ovarios

Los ovarios y uteros de los individuos administrados se obtuvieron de manera
aséptica y se colocaron en una caja Petri con 5 ml de amortiguador de fosfatos
salino (PBS) y se limpio la grasa. Se colocaron en PBS nuevo y se separo el Gtero
de los ovarios. Los ovarios se colocaron en una caja Petri que contenia 2 ml de
medio Leibovitz L- 15, se observaron en el microscopio estereoscopico (Zeiss,
Stemi DV4, Alemania) y se obtuvieron imagenes digitales con cdmara (Nikon,
Japdn) con los aumentos de 12 y 20 X. Las imagenes obtenidas fueron analizadas
con el programa ImageJ (Schneider et al., 2012) para medir la longitud de los
ovarios. Los uteros fueron fijados en formol y posteriormente fueron pesados en

balanza analitica.

14, Obtencion de células de la granulosa y de la teca

En el medio Leibovitz L- 15 se elimind la bursa que cubren los ovarios. Se
trasladaron a una caja Petri que contenia 2 ml de medio Dulbecco modificado por
Eagle, mezcla de nutriente HAM- F12 (DMEM/F-12 vol. 50/50) ajustado a pH 7.6,
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (GIBCO), 1% de antibiético mezcla
de penicilina- estreptomicina, 10 pg/ml de insulina y 1mM de piruvato de sodio.
Posteriormente se puncionaron los ovarios con una aguja de calibre 27g (Becton-
Dickinson, EUA) y por aspiracion con una pipeta se colectaron el medio y los

fragmentos de tejido.

14.1 Células de la granulosa
El medio colectado se centrifugd a 68 X G por 10 minutos, se retird6 el
sobrenadante y el paquete celular se resuspendié nuevamente con 1 ml de
DMEM-F12, se incub6 a 37 °C y 5 % CO,, por una hora hasta que se realiz6 la

extraccion de proteinas.
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14.2 Células de la teca
Los fragmentos colectados por aspiracion se colocaron en una mezcla de
digestion compuesta por colagenasa 4 mg/ml (200 pl), albumina sérica bovina
(BSA, 100 pl) 10 mg/ml, DNAsa 10 pg/ml (100 pl) y Medio 199 (300 pl).

Los fragmentos se incubaron a 37 °C, con 95% de aire y 5% de CO,y humedad a
saturacion por un lapso de 60 min. Cada 20 min los fragmentos fueron
homogenizados pasandolos repetidamente por la punta de una micropipeta hasta

gue se desintegraron.
En un tubo coénico de 10 ml se preparé un gradiente de Percoll con dos fases:

* Percoll pesado (2000 ul) compuesto por la mezcla de Percoll (880 ul),
medio 199 (920 ul), Hepes 250 mM (200 pl).

* Percoll ligero (1995.6 pl) formado por Percoll (75.6 pl), Hepes 250 mM (200
pl), BSA 10 mg/ml (20 pl), M199 con 150 mM de NaCl (1.7 ml). Se vertio el
Percoll ligero sobre el pesado evitando que se mezclaran, al final se agrego

el homogenado celular y se centrifug6 a 29 X G por 25 min.

Con ayuda de una pipeta se retiraron las células de la teca ubicadas en la interfaz
entre el Percoll ligero y pesado procurando extraer la menor cantidad de Percoll.
Posteriormente se lavaron las células colocandolas en un tubo Eppendorf con 1 ml
de DMEM- F12, se centrifug6 a 64 X G por 5 min, se elimin6 el sobrenadante y se
resuspendio el paquete celular en medio fresco. Se mantuvieron en incubacién a

37 °C y 5 % CO; hasta que se realizé la extraccion de proteinas.

14.3 Extraccion de las proteinas de las C6 y CT
A partir de las células de la teca y de la granulosa, se obtuvieron los extractos
proteinicos, se agregd amortiguador de lisis, se homogeniz6 la muestra a 4 °C y
se incubo 20 min a 4 °C. Posteriormente se centrifugo en frio a 350 x G durante 20
min, se recupero el sobrenadante y se realizé la cuantificacion de proteinas por el

método de Bradford.
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14.4 Aislamiento de las células de la granulosa y de la teca
Para confirmar que se habia estandarizado la técnica de la separacion celular por:
puncion ovarica (CG) y gradiente de Percoll (CT), se eligi6 hacer una
inmunodeteccion para la proteina aromatasa que tiene un PM de 55 kDa
aproximadamente, ya que es una proteina que se detecta Unicamente en las CG;
para la inmunodeteccion se utilizd el anticuerpo antiaromatasa (Abcam, Reino
Unido). Para la verificacion de las CT se empleé inmunodeteccion de la proteina

StAR, ya que se encuentra en mayor cantidad en las CT.

15. Inmunodeteccion de las proteinas fosforiladas vy

totales de EGFR, ERK 1/2 y StAR

A los extractos proteinicos se les agregd amortiguador de muestra (agua
desionizada, 0.5M Tris-HCL pH 6.8, glicerol, 10 % SDS y 0.5% azul de
Bromofenol) y fueron separados por electroforesis en geles de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE).

El EGFR al ser una proteina de masa molecular alta se corrié en geles de SDS-
PAGE al 7 %. Las proteinas ERK 1/2 y StAR por tener bajos pesos moleculares se
corrieron en geles al 12%.

Después de la electroforesis se realiz6 la transferencia de proteinas a membranas
de nitrocelulosa (Bio-Rad EUA), por 1h a 4 °C posteriormente, las membranas se
bloquearon con leche al 5% en PBS-Tween 20 (PBS- T20) durante 2 h,
transcurrido este tiempo se lavaron con PBS- T20 y se incubaron a 4 °C toda la
noche con el anticuerpo primario correspondiente a cada proteina en PBS-T20
mas BSA. Las membranas respectivas se lavaron con PBS-T20 tres veces, se
incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
correspondiente (Bio Care Medical, EUA) en PBS-T20 — leche y se lavaron tres
veces con PBS-T20. Por ultimo, se trataron con luminol (Millipore, EUA) para
visualizar las proteinas en el fotodocumentador (KODAK Gel Logic 100 System)

(Evaul y Hammes, 2008).
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Para evaluar el efecto del PFOS sobre las proteinas primero se incubaron las
membranas con los anticuerpos fosforilados de las proteinas p- EGFR (p-
Tyrl173) y p- ERK 1/2 (ERK1: p- Thr202/Tyr 204 y ERK2: p- Thr185/Tyr 187). Las
muestras se analizaron en el fotodocumetador y se constaté que la marca del
anticuerpo se encontraba en la masa molecular relativa apropiada para cada
proteina, se realiz6 el desnudamiento de las membranas y se continué con el
andlisis para las proteinas totales de EGFR, ERK 1/2 y StAR. Se realizd el mismo
procedimiento del western blot; para finalizar el analisis, las membranas fueron
tratadas con el anticuerpo de actina para realizar la normalizacion de las

proteinas.

15.1 Desnudamiento de membranas de nitrocelulosa ("stripping”)
Para realizar el desnudamiento de las membranas, éstas se incubaban en 10 ml
de la solucion de desnudamiento (15 g de glicina, 1 SDS, 10 ml de Tween 20,
ajustado a pH 2.2, cbp 1 L), a temperatura ambiente por 10 min y agitacion
constante, se retird la solucién y se agregaron nuevamente 10 ml y se repitio
nuevamente este paso, se retird la solucion de desnudamiento y se lavo por 10
min con PBS 2 veces, posteriormente se lavd 2 veces con TBS por 5 min y la

membrana estuvo en condiciones para bloquearse nuevamente.

16. Anadlisis de resultados

Los resultados obtenidos fueron analizados con el analisis de varianza. Para
analizar la comparacion entre los grupos experimentales del peso de las ratonas y
longitud de ovarios se realiz6 una prueba de Duncan para la diferencia de medias.
Los datos obtenidos de las densitometrias de las inmunodetecciones se analizaron
por una prueba de ANOVA, una prueba de Bonferroni para la diferencia de medias
y prueba de Fisher (LSD) para la diferencia minima significativa. El valor de p
considerado como significativo fue <0.05, se utilizaron los programas NCSS, 2007
e IBM, SPSS Statistics, 2011.
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Resultados

17. EL PFOS no afecta el peso corporal de las hembras

tratadas

El peso de las hembras del grupo control y de los tres grupos experimentales
durante la administracion del PFOS fue similar, lo que indica que la administracion
del compuesto durante 8 dias no alterd significativamente el peso corporal de las
hembras. En la tabla 4, se presenta el promedio del peso durante los 9 dias del

estudio.

Tabla 4. Peso de las hembras tratadas con el perfluorado PFOS = D.S.

Edad (dias) PFOS (umol/kg)

0 1.4 10 21
13 7.47+2.3 7.69+1.0 7.53+1.2 7.58+0.9
14 7.83+2.8 8.05%1.0 8.06%1.0 7.99+0.8
15 8.04+1.8 8.28+1.1 8.13+1.2 8.18+0.9
16 8.34+1.8 8.76+1.2 8.59+1.0 8.53+0.8
17 8.77+1.9 9.31+1.3 9.22+1.2 9.13+1.0
18 10.31+1.9 10.52+1.2 10.35+1.1 10.10+0.9
19 11.24+2.6 11.65+2.0 11.42+1.3 11.45+1.4
20 12.05+2.5 12.74+1.5 12.60+ 1.5 12.36+1.0
21 13.20+1.6 14.07+1.7 14.14+1.8 14.00+1.2

PFOS: sulfonato de perfluorooctano. Peso en gramos + la desviacion estandar (D.S.), p= 0.980984.
Hembras utilizadas N= 46, Control: N= 9, 1.4 pmol/kg N= 12, 10 pumol/kg N= 12 y 21 pmol/kg: N=

13.
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18. Evaluacion de los ovarios y dteros de animales

expuestos al PFOS

Se detectd que los ovarios de las hembras a las que se les administré la dosis de
10 pmol/kg de PFOS tenian un tamafio mayor que los del grupo control y los
grupos experimentales. En la figura 7 y 8 se muestran imagenes representativas

de estas observaciones.

Los ovarios de los animales a los que se les administro la dosis de 10 pmol/kg
presentaron una longitud promedio de 15.65 mm, con una diferencia significativa
con respecto a los grupos, control, 1.4 y 21 umol/kg. En la tabla 5 se muestran los
promedios de los datos obtenidos de los ovarios derecho e izquierdo de las
hembras.

Fig. 7. Observacion al microscopio estereoscépico (12 X) de ovarios y Uteros de hembras
administradas con las dosis del PFOS: A) Control; B) 1.4; C) 10 y D) 21 umol/kg.
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Tabla 5. Longitud de ovarios de ratones hembras tratadas con PFOS en dosis Unica por 8 dias.

PFOS (umol/kg) Longitud |
0 12.49 +1.7
1.4 12.27 +1.4
10 15.65 +1.0*
21 12.75 +1.0

Longitud de ovarios en mm + D.S. p= 0.001255*. *Prueba de Duncan: Alfa= 0.05, y Error de

cuadrados minimos (ECM)= 1.603673. Hembras: N= 22. Control: N= 5, 1.4 pmol/kg N= 5, 10
pmol/kg N= 6y 21 umol/kg: N= 6.

'll_;;

Fig. 8. Ovarios frescos de hembras tratadas con PFOS, observados al microscopio estereoscépico
a 20 X. A) Control; B) 1.4; C) 10 y D) 21 pmol/kg.

El peso de los uteros fijados en formol no tuvo diferencias entre los grupos, solo se
observé un ligero pero no significativo incremento en el peso de los Gteros de los
individuos tratados con la dosis de 21 pumol/kg. En la tabla 6 se muestra el

promedio del peso en gramos.
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Tabla 6. Peso de Uteros de hembras tratadas por 8 dias con el perfluorado PFOS.

PFOS umol/kg Peso (g)

0 0.0574 +0.0210
1.4 0.0596 +0.0354
10 0.0677 £0.0173
21 0.0709 +0.0142

Peso en gramos de Uteros fijados + D.S. p= 0.864621
Prueba de Duncan: Alfa= 0.05, ECM= 5.909475E-04
Uteros: N=17, Control: N= 4; 1.4 pmol/kg N=5; 10 umol/kg N= 4y 21 umol/kg: N= 4.

19. Aislamiento de las células de la granulosa y de la teca

En la figura 9 se observa las imagenes obtenidas de las inmunodetecciones de las
proteinas antiaromatasa y antiStAR y se comprobd que la técnica empleada para

la separacién celular fue la adecuada y se realiz6 correctamente.

Aromatasa
PM 55 kDa
StAR
PM 30 kDa

Fig.9. Inmunodeteccién representativa de la proteina aromatasa (arriba) y de StAR (abajo) en
proteinas de células de la granulosa y de la teca, aisladas por el método de gradiente de Percoll,
de ratones hembras sin tratar. El ensayo se realizé por duplicado. Carril izquierdo: extracto
proteinico de las células de la granulosa (CG); carril derecho: extracto proteinico de las células de
la teca (CT).
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20. Actividad de proteinas involucradas en la via de

sefializacion de la esteroidogénesis

20.1 Diferencias entre el efecto del PFOS sobre la presencia de
EGFR en las CT y C6

En las CG el PFOS provocé una disminucion en la presencia del EGFR en todos
los grupos experimentales en comparacion con el control, esta disminucion fue
mayor en las dosis 1.4 y 21 pmol/kg, en la dosis 10 pumol/kg la disminucion fue
menor en comparacioén con los otros grupos experimentales, sin embargo, no se
encontro diferencia significativa. En las CT el comportamiento observado fue
diferente, ya que la presencia de EGFR aument6 en 10 y 21 umol/kg, mientras que
en 1.4 umol/kg disminuyd, aunque no se encontrd diferencia significativa con el
control ni entre los grupos experimentales (Tabla 7, Gréfica 1). En las CT se
observdé que las D.O. de las dosis 10 y 21 pumol/kg fueron mayores en
comparacion con las de las CG.
Tabla 7. Densitometria de la inmunodeteccion sobre membrana de EGFR normalizada contra el

control de carga (actina) + D.S., de los extractos proteinicos de células de la granulosa (CG) y
células de la teca (CT) obtenidas de hembras expuestas al PFOS.

PFOS pumol/kg CG CT
0 10 1+0
1.4 0.46 £0.27 0.71 £0.79
10 0.80 +0.60 1.54 +0.99
21 0.43 £0.45 1.39 £.60

D.O: Densidad 6ptica, CG: células de la granulosa, CT: células de la teca. D.O. de EGFR + D.S.
Para: PFOS el valor de p en las CG fue de 0.18 y para CT fue de 0.37. N total = 32, CG y CT N=16;
N=4, para control 1.4, 10, 21 pmol/kg. Alfa 0.050.
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Gréfica 1. Media de la densitometria de la inmunodeteccion de EGFR de los extractos proteinicos
de las CG (cajas verdes) y de las CT (cajas amarillas) de hembras tratadas con el PFOS.

20.2 Diferencias entre el efecto del PFOS sobre la presencia de p-
EGFR en las CT y C6G

En cuanto al efecto del PFOS sobre el p-EGFR en el sitio Tyrl173, en las CG se
observé que el PFOS provoc6 un aumento en la presencia de p-EGFR en la dosis
de 1.4 umol/kg que fue menor con las dosis 10 y 21 umol/kg, pero ninguna de las
dosis presento diferencia significativa en comparacion con el grupo control y los
grupos experimentales. En las CT se aprecido un aumento en la presencia de p-
EGFR en todos los grupos experimentales, siendo mayor en 10 pmol/kg, seguida
de 21 y 1.4 umol/kg, aunque no se encontrd diferencia significativa entre los
grupos experimentales y el control. En la tabla 8 se encuentran los datos
obtenidos de las D.O. de los experimentos realizados de las inmunodetecciones
del p-EGFR en las CG y CT.

En las CG con la dosis de 1.4 umol/kg se observé un ligero aumento en p-EGFR

en comparacion con las CT, mientras que, con las dosis de 10 y 21 umol/kg se
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obtuvieron valores menores en comparacion con los datos obtenidos de las CT.
En la grafica 2 se observa un diagrama de caja y bigote de los valores obtenidos

de las D.O. de las CG Yy las CT.

Tabla 8. Densitometria de la inmunodeteccién sobre membrana de p-EGFR normalizada contra el
control de carga (actina) + D.S. de los extractos proteinicos de células de la granulosa (CG) y
células de la teca (CT) de hembras expuestas al PFOS.

PFOS pmol/kg CG CT
0 1+0 140
14 1.85+1.31 1.69+1.41
10 1.03 £0.72 2.97 £2.99
21 1.23 £0.77 2.41 £1.60

D.O: Densidad 6ptica, CG: células de la granulosa, CT: células de la teca. D.O. de p-EGFR + D.S.
Para PFOS el valor de p en las CG y CT fue de 0.48. N total = 32, C.G: N=16 y CT N=16; N=4,
para control 1.4, 10, 21 umol/kg. Alfa= 0.050.
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Gréfica 2. Densitometria de la inmunodeteccion de p-EGFR de las células de la granulosa (cajas
verdes) y de la teca (cajas amarillas) obtenidas de las hembras con dosis de 0, 1.4, 10y 21
pmol/kg de PFOS.

37



20.3 Efecto del PFOS sobre la relacion de p-EGFR / EGFR en las
C6yCT

En las CG, la relacion p-EGFR / EGFR incrementé la presencia de la proteina
fosforilada en los grupos experimentales con respecto al control, que fue mayor en
21 umol/kg, presentando significativa con respecto al control. En las CT también
se observd un aumento en la relacion de p-EGFR / EGFR en los grupos
experimentales con respecto al control, en 21 pmol/kg se presentd menor relacién
entre p-EGFR / EGFR en comparacion con los grupos experimentales, sin
embargo, no se encontré diferencia significativa (Tabla 9). En las CT el aumento
de la relacion de entre p-EGFR / EGFR fue menor en comparacion con el de las
CG.

En la gréfica 3 se observa un diagrama de caja y bigote de la relacion de p-EGFR /
EGFR. En la figura 10 se muestran las inmunodetecciones del p-EGFR, el EGFR
total y el control de carga actina en los extractos proteinicos de células de latecay
de la granulosa.

Tabla 9. Relacion de p-EGFR / EGFR, obtenida a partir de las inmunodetecciones de p-EGFR y

EGFR, de los extractos proteinicos de células de la granulosa (CG) y células de la teca (CT) de
hembras expuestas al PFOS.

PFOS pmol/kg CG CT
0 10 10
14 4.04+2.51 2.81 +£3.20
10 3.13 +4.39 3.31 +£3.17
21 6.00 +6.592 1.76 £0.73

D.O: Densidad optica, CG: células de la granulosa, CT: células de la teca. D.O. de la relacién de p-
EGFRy EGFR %= D.S. Para PFOS en las CG el valor de p fue de 0.42 y en las CT de 0.40. N total=
32, CG y CT N=16; N=4, para control 1.4, 10, 21 pumol/kg. ® diferente significativamente del control
(Prueba de Fisher LSD). Alfa= 0.050.
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Grafica 3. Relacion entre p-EGFR y EGFR obtenida a partir de las inmunodetecciones de p-EGFR
y EGFR, de los extractos proteinicos de las células de la granulosa (cajas verdes) y células de la
teca (cajas amarillas) de hembras expuestas a 0, 1.4, 10 y 21 pmol/kg de PFOS.
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Teca Granulosa Tipo celular

Fig. 10. Inmunodeteccion de la proteina EGFR, fosforilada (p-EGFR), total (EGFR) y el control de
carga de actina en los extractos proteinicos de células de la teca (izquierda) y células de la
granulosa (derecha) obtenidos de hembras expuestas a dosis de 0, 1.4, 10 y 21 umol/kg.
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20.4 Diferencias entre el efecto del PFOS sobre la presencia la
Cinasa regulada extracelularmente (ERK 1/2) en las CG y CT

En las CG a pesar de que no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos experimentales y el control se observé una tendencia de aumento en las
dosis 1.4 y 10 umol/kg. En las CT en la dosis de 10 pumol/kg, se observé una
disminucién de la D.O. con respecto al control (0.85 vs 1.0). En las dosis 1.4 y 21
umol/kg se detecté una tendencia de aumento. No hubo diferencia significativa

entre los grupos experimentales ni con el control (Tabla 10).

En las D.O. obtenidas de las inmunodetecciones de la cinasa ERK 1/2 no se
observaron cambios significativos, entre las CG y las CT, s6lo se detectdé una
ligera disminucién en la dosis de 10 pmol/kg de las CT con respecto a los demas
grupos experimentales y con los grupos de las CG. (Grafica 4 y Tabla 10).

Tabla 10. Densitometria de la inmunodeteccion en membrana de ERK 1/2 normalizadas contra el

control de carga actina + D.S. de los extractos proteinicos de células de la granulosa (CG) y células
de la teca (CT) obtenidas de hembras expuestas al PFOS.

PFOS pmol/kg CG CT
0 10 10
14 1.39 £0.79 1.24 +0.55
10 1.04 £0.41 0.85 +0.44
21 1.03 £0.83 1.03+£0.43

D.O: Densidad 6ptica, CG: células de la granulosa, CT: células de la teca. D.O. relativa de ERK 1/2
+ D.S. Para PFOS el valor de p en las CG fue de 0.62 y para las CT 0.46. N total= 48, CG y CT: N=
24, N= 6 para control, 1.4, 10 y 21 pmol/kg. Alfa=0.050.
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Gréfica 4. Media de la densitometria de la inmunodeteccion de ERK 1/2 de los extractos
proteinicos de las CG (cajas verdes) y de las CT (cajas amarillas) de hembras tratadas con el
PFOS. No se encontraron diferencias significativas.

20.5 Diferencias entre el efecto del PFOS sobre la presencia de p-
ERK 1/2 enlas C6 y CT

La presencia de PFOS provoc6 cambios significativos en la fosforilacion de ERK
1/2 en los sitios de fosforilacion ERK1: p- Thr202/ Tyr 204 y ERK2: p- Thr185/ Tyr
187. En las CG la dosis de PFOS 10 pmol/kg mostré un incremento significativo en
la presencia de p-ERK 1/2 con respecto a todos los grupos. En tanto que la de 21
umol/kg tuvo el efecto contrario y su disminucion fue significativa con respecto a
los otros grupos (Tabla 11). Por otro lado, en las CT se encontro que el PFOS tuvo
una tendencia a reducir la presencia de p-ERK 1/2, la disminucién fue mayor en 10
pnmol/kg seguida de 21 con diferencia significativa entre el control y 1.4 umol/kg
(Tabla 11).

La dosis de PFOS 10 umol/kg tuvo un efecto contrario en los dos tipos celulares

ya que tanto en la actividad de ERK 1/2 como en la de p-ERK 1/2 en las CG se
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presento un incremento y en las CT una disminucion. En la dosis de 21 umol/kg la
D.O. en las CG fue doble en comparacion con las CT. La dosis 1.4 pmol/kg no
mostré efecto diferente en los dos tipos de células (Grafica 5).

Tabla 11 Densitometria de la inmunodeteccién en membrana de p- ERK 1/2 normalizadas contra el

control de carga actina + D.S. de los extractos proteinicos de las células de la granulosa y de la
teca obtenidos de hembras expuestas al PFOS.

PFOS umol/kg CG CT
0 1+0 1+0
1.4 1.03 +0.79 0.99 +0.55
10 1.89 +0.41 2 0.17 +0.44 "
21 0.67 +0.83 0.33+0.43 "

D.O: Densidad 6ptica, CG: células de la granulosa, CT: células de la teca. D.O. relativa de p- ERK
1/2 £+ D.S. Para PFOS el valor de p en las CG fue de 0.000009* y en las CT de 0.000008*. N total=
48, CG y CT: N= 24, N= 6 para control, 1.4, 10 y 21 pmol/kg. ® fue diferente del control (Prueba de
Bonferroni). ~ fueron diferentes del control (Prueba de Bonferroni y Prueba de Fisher LSD).

Alfa=0.050.
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Gréfica 5. Densitometria de la inmunodeteccion de p-ERK 1/2 de las células de la granulosa (cajas
verdes) y de la teca (cajas amarillas) obtenidas de las hembras con dosis de 0, 1.4, 10y 21
umol/kg de PFOS.
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20.6 Efecto del PFOS sobre la relacion de p-ERK 1/2 / ERK 1/2

En la figura 11 se muestran las inmunodetecciones sobre membrana del p-ERK
1/2, ERK 1/2 total y el control de carga actina en los extractos proteinicos de la
granulosa y células de la teca. En las CG el PFOS provoco un incremento en la
relacion de p-ERK 1/2 sobre ERK 1/2 en todas las dosis con respecto al control,
aunque Unicamente la dosis de 10 pumol/kg mostré un aumento significativo. Por
otro lado en las CT en las dosis de 10 y 21 umol/kg hubo un ligero incremento con
respecto al control pero ninguna de las dosis mostr6 una diferencia significativa
(Tabla 12).

En las CG se encontrdé un aumento en la relacién de p-ERK 1/2 sobre ERK 1/2 en
comparacion con los grupos experimentales de las CT. En la gréfica 6 se observa

un diagrama de caja y bigote de la relacién de p-ERK 1/2 sobre ERK 1/2.

Tabla. 12. Relacién de p-ERK 1/2 / ERK 1/2, hecha a partir de las inmunodetecciones de p- ERK
1/2 y ERK 1/2, de los extractos proteinicos de células de la granulosa (CG) y células de la teca
(CT) obtenidos de hembras expuestas al PFOS.

PFOS pumol/kg CG CT
0 10 110
14 3.24 £1.45 0.98 £0.84
10 4.27 +3.74°2 1.43 £0.85
21 2.31+£1.21 1.17+0.50

D.O: Densidad Optica, CG: células de la granulosa, CT: células de la teca. Relacién p-ERK 1/2-
ERK 1/2 + D.S. N total= 48, CG y CT: N= 24, N= 6 para control, 1.4, 10 y 21 pmol/kg. El valor de p
para las CG fue de 0.14 y para las CT 0.67. ® fue diferente del control (Prueba de Fisher LSD);
Alfa=0.050.
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Gréfica 6. Relacion de p-ERK 1/2 / ERK 1/2, hecha a partir de las inmunodetecciones de p- ERK
1/2 y ERK 1/2, de los extractos proteinicos de células de la granulosa (CG cajas verdes.) y células
de la teca (CT cajas amarillas) que se obtuvieron de hembras administradas con 0, 1.4, 10y 21
pmol/kg de PFOS.
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Fig. 11. Inmunodeteccion de la proteina ERK, fosforilada (p-ERK 1/2) y total (ERK 1/2) en los
extractos proteinicos de células de la granulosa (izquierda) y células de la teca (derecha) obtenidos
de hembras expuestas a 0, 1.4, 10y 21 umol/kg.
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20.7 Efecto del PFOS sobre la presencia de la proteina reguladora
de la esteroidogénesis aguda (StAR)

Los individuos tratados con las dosis 1.4 y 21 pmol/kg, presentaron un aumento en
la actividad de la proteina StAR, sin embargo, los individuos de la dosis 10
pmol/kg tuvieron una disminucion, a pesar de que no se encontré diferencia

significativa (Tabla 13).

En la grafica 7 se observan un diagrama de caja y bigote de las medias de las
D.O. obtenidas a partir de las inmunodetecciones sobre membrana del StAR total
y el control de carga actina en los extractos proteinicos de células de la teca
(Figura 12).

Tabla 13. Densitometria de la inmunodeteccién en membrana de StAR normalizada contra el

control de carga actina + D.S. de los extractos proteinicos de las células de la teca obtenidos de
hembras expuestas al PFOS.

PFOS pmol/kg Células de la teca

0 1+0

1.4 1.15+1.06
10 0.82 +0.96
21 1.39 +2.09

D.O: Densidad optica, CT: células de la teca. D.O. relativa de StAR + D.S. Para PFOS p=0.910073.
N total=20, CT, N=5 para cada grupo experimental. Prueba de Bonferroni, ECM=1.60, valor critico=
2.67.
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Grafica 7. Densitometria de la inmunodeteccién de StAR en células de la teca, obtenidas de
hembras expuestas a 0, 1.4, 10 y 21 umol/kg de PFOS. No hay cambios significativos; sin
embargo, en la concentracion de 21 pmol/kg hay una tendencia al incremento causado por la
exposicion de PFOS.
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Fig. 12. Inmunodeteccion de la proteina StAR en células de la teca obtenidas de las hembras
tratadas con el PFOS, como control de carga se emple6 la actina No se observaron cambios
significativos entre los tratamientos empleados.
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Discusion

21. EL PFOS no afecta el peso corporal de las hembras

tratadas

En este trabajo se estudid la respuesta de las células de la granulosa y de la teca
al compuesto perfluorado PFOS y su efecto en las proteinas involucradas en la via

de sefializacion de la esteroidogénesis.

Se administraron un total de 10 camadas, de las que se obtuvo una N= 46,
dispuestas de la siguiente manera:

* Grupo Control n=9

* Grupo [1.4 pmol/kg]= 12
*  Grupo [10 umol/kg]= 12
* Grupo [21 umol/kg]= 13

El peso de los ratones hembra expuestas por 8 dias a PFOS no varié en ninguno
de los 4 grupos experimentales, lo que coincide con los datos reportados en
ratones macho expuestos a PFOS via oral por periodos de 10 y 7 dias (Johansson
et al., 2009, Johansson et al., 2008a, Johansson et al., 2008b, Wan, 2011). El
hecho de que no haya alteraciones en el peso corporal de las hembras indica que
los efectos observados en la morfologia de Utero y ovarios, asi como los cambios
bioquimicos no se deben a la alteracion del peso corporal. Sin embargo se sabe
gue exponer por mas de 14 dias a los individuos, los hace perder peso (Austin et
al., 2003, Wan, 2011).

22. Evaluacion macroscopica de los dteros y ovarios de

animales expuestos al PFOS

En modelos experimentales in vivo en los que se emplearon ratas y carpitas

cabezonas expuestas a PFOS se observo un aumento en el peso de los ovarios
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en dosis y concentraciones de 10 mg/kg y 1 mg de PFOS/L respectivamente
(Ankley et al., 2005, Austin et al., 2003), nosotros encontramos aumento
longitudinal en los ovarios y un aumento en el peso de los Uteros de hembras
expuestas a la dosis de 10 umol/kg, equivalente a 5.38 mg/kg, lo que quiere decir

gue el incremento de los ovarios se presenta a partir de dosis mas pequenfas.

El aumento de peso en los ovarios podria deberse a la accién de los PPARs
especificamente de los PPARy en los ovarios y su activacion por el PFOS. Los
PPARs son una familia de factores de transcripciébn que comparten una estructura
comun con los receptores de hormonas esteroides, que son activados por un
ligando. Los PPARs tienen un papel esencial en el control del metabolismo de
lipidos, diferenciacion y proliferacion celular (Kowalewski et al., 2009, Takacs y
Abbott, 2007). Posterior a la activacion de los PPARs se activan los mecanismos
de genes de transcripcion para diversa proteinas, una de ellas ERK 1/2 y su
fosforilacién (Seto-Young et al., 2007, Takacs y Abbott, 2007).

Los PPARYy juegan un papel en el control inflamatorio, se expresan fuertemente en
las células de la granulosa, en menor cantidad en las células de la teca y en el
cuerpo luteo. Se detecta en la foliculogénesis temprana, en el foliculo primario y su
expresion incrementa progresivamente en el estado ovulatorio, pero disminuye
después del pico de LH, lo que sugiere que juega un papel importante durante la
esteroidogénesis (Petro et al., 2014, Scaramuzzi et al., 2010, Takacs y Abbott,
2007). Los activadores de los PPARYy incluyen los agentes sensibilizantes a la
insulina tales como tiazolidinedionas (TZD), rosiglitazona (RSG), pioglitazona y los
ligandos naturales: los eicosanoides, acidos grasos y prostaglandinas (Kowalewski
et al., 2009, Scoditti et al., 2009). Sin embargo estudios in vitro e in vivo han
demostrado que el PFOS puede activar al PPARy en el cultivo de células madre

neuronales expuestas a 50 nM (Wan lbrahim et al., 2013).

Por lo que seria importante evaluar la actividad de los PPARy de los ratones

hembra tratadas con PFOS y poder elucidar si estos receptores influyen en el
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crecimiento y diferenciacion de los foliculos y sus estados de desarrollo, y esto,

sea la causa de que encontremos un aumento en el peso y longitud de los ovarios.

23. Actividad de proteinas involucradas en la via de

sefalizacion de la esteroidogénesis.

23.1 Efecto del PFOS sobre la presencia del Receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR)

EL EGFR es un receptor de superficie celular que media la diferenciacion y
proliferacion celular. En porcinos se ha detectado la presencia de EGFR
fundamentalmente en la células de la granulosa y en menor cantidad en las
células de la teca, también se ha demostrado que el EGFR y la FSH pueden
inducir la expansion de las células del camulo en murinos (Volodymyr, 2004), sin
embargo, en otras especies de roedores la expresion y actividad del EGFR es
mayor en las CT y en las CG depende del estado de desarrollo folicular, ya que es
menor su presencia en el foliculo primario y aumenta en los foliculos antrales
(Garnett et al., 2002). Los efectos del PFOS sobre la actividad del EGFR han sido
escasamente estudiados, se ha reportado el efecto de PFOS sobre el EGFR en
corazones de ratas Sprague-Dawley, expuestas prenatalmente. Xia et al. (2011)
observaron que PFOS indujo un incremento en la actividad de EGFR a 2.0
mg/kg/d, la expresibn de EGFR en concentraciones mas bajas fue normal.
Nosotros encontramos en las células de la teca un aumento en la presencia de
EGFR 10 pmol/kg (5.38 mg/kg), el hecho de encontrar el aumento en una
concentracion mayor puede deberse a diversos factores; en el estudio de Xia et al.
(2011) se empled un érgano diferente, las ratas fueron expuestas por 19 dias en
edad prenatal. El tiempo de exposicibn empleado por este grupo de investigacion
fue mayor al de este estudio y encontraron que con la dosis empleada se producia
un efecto toxico; puede ser que en esta edad los animales sean mas susceptibles
al efecto téxico de PFOS, ya que nosotros no detectamos un efecto toxico y por

altimo, a pesar de gue son especies de roedores, su cinética de eliminacién es
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diferente, la vida media del PFOS en ratas hembras es de 71 dias

aproximadamente y en ratones hembras de 30 (Chang et al., 2012).

El EGFR disminuy6 su actividad en las CG y aumento en las CT. Encontrar menor
actividad de esta proteina en las CG indica que existe un menor numero de
foliculos en estados avanzados de desarrollo, esto podria indicar una alteracion en

los procesos de crecimiento y proliferacion celular en ambos tipos celulares.

Se detectd un aumento en la presencia de p-EGFR no significativo en las células
de la granulosa en la dosis de 1.4 umol/kg (0.75 mg/kg), sin embargo los valores
obtenidos en los grupos experimentales son valores cercanos al control. El hecho
de encontrar valores cercanos al control en las CG podria indicar que el PFOS no
altera la activacion de p-EGFR en éstas, por otro lado, en las células de la teca se
detecté un aumento en 10 y 21 umol/kg (5.38, 11.3 mg/kg). La presencia de p-
EGFR, al ser mayor que en las CG, al igual que el EGFR podria corroborar la idea
de que los procesos de diferenciacién y proliferacion celular son alterados, sin
embargo los resultados obtenidos en esta parte del estudio son dificiles de
contrastar, ya que no existen referencias de otros estudios que se hayan realizado
para evaluar el efecto del PFOS sobre la actividad y presencia de p-EGFR y
también se debe considerar que en algunos de los valores los datos obtenidos a
partir de las D.O. presentan desviaciones estandar mayores o muy cercanos a los
valores de las medias, lo que indica que nuestros datos se encuentran dispersos,
por lo que es necesario realizar mas experimentos para ampliar nuestra muestra y

obtener asi una muestra homogénea.

El mecanismo por el que la sefalizacion del receptor de LH desencadena la
activacion del EGFR es controversial, sin embargo estudios in vitro de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) han demostrado que éstas pueden activar el
EGFR a través de las metaloproteasas de matriz (MMP) aunque otros estudios
sugieren que la activacion del EGFR puede ocurrir independiente de las MMP y se
puede activar por factores como el AMPc y/ o la cinasa Src (Evaul y Hammes,
2008), por otro lado, estudios en foliculos de raton han demostrado que los
inhibidores de MMP bloquean la fosforilacion de EGFR inducida por la LH, la
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maduracion de ovocitos y la esteroidogénesis, 10 que sugiere que la sefalizacion
extracelular es esencial para la activacion de EGFR y su fosforilacion (Carbajal et
al.,, 2011). Las metaloproteasas de la matriz MMP-2 y MMP-9 facilitan la
remodelacion de la membrana basal durante el crecimiento folicular, en el
momento de la ovulacién y durante la formacion del cuerpo liteo (McCaffery et al.,
2000).

El aumento en la presencia del EGFR y p-EGFR en las células de la teca podria
indicarnos que el PFOS altera los procesos de crecimiento y proliferacion celular,
sin embargo es importante evaluar si ocurre una alteracion en los factores que
activan el EGFR y su consecuente fosforilacion. Por lo que seria importante
determinar la actividad de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 y asi obtener
mayor informacion acerca del aumento en la actividad del EGFR en las células de
la teca y su posible disminucién en las células de la granulosa, también seria
importante realizar cortes histoldégicos de los ovarios para contabilizar el nUmero
de foliculos, asi como el estadio en el que se encuentran y detectar la presencia
de EGFR total y fosforilado en las células de la granulosa y de la teca mediante un

analisis de inmunohistoquimica.

23.1 Efecto del PFOS sobre la presencia de la Cinasa regulada
extracelularmente (ERK 1/2)

La via de sefializacion de la cinasa ERK 1/2 juega un papel importante, ya que
regula la redistribucion de proteinas de unidn; en las células de la granulosa es
activada en respuesta a las gonadotropinas, esta cinasa es importante en la
regulacion de la esteroidogénesis ovarica inducida por gonadotropinas, regula la
transcripcion de genes involucrados en la esteroidogénesis, se requiere para la
detencion del ciclo celular en las células de la granulosa durante la maduracion, la
expansiéon de las células del cumulo, la induccion de la meiosis en el ovocito y la
ovulacion (Karlsson et al., 2010, Paul et al., 2010, Qiu et al., 2013b).

Los resultados obtenidos en este estudio acerca de la presencia de ERK 1/2 en
las células de la granulosa y de la teca no presentaron diferencias entre los grupos

experimentales y el control, sin embargo encontramos que en la dosis de 10
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pumol/kg en las CT existe una tendencia a disminuir la presencia de ERK 1/2. Por
otro lado, en las CG detectamos una tendencia al aumento en la presencia de
ERK 1/2 y en su fosforilacion en el grupo de 10 pumol/kg (5.38 mg/kg) y en las CT
encontramos valores menores al control, sin embargo estos valores no tuvieron
diferencias significativas, la disminucion en la presencia de p-ERK 1/2 en las
células de teca, puede deberse al hecho de que en estas células la cantidad de
esta cinasa es menor en comparacion con la presente en las CG (Paul et al.,
2010). Los datos obtenidos del aumento en la presencia de p-ERK 1/2 en 10
pumol/kg concuerdan con estudios publicados que hablan del aumento en la
fosforilacién de la cinasa ERK 1/2 en modelos in vitro e in vivo expuestos a PFOS,
uno de ellos es el de las células de Sertoli de raton macho, en este estudio se
observé un aumento significativo en la fosforilacion de ERK 1/2 con la dosis de 25
mg/kg/d (Qiu et al.,, 2013a). Cabe destacar que en este modelo se emplearon
ratones adultos tratados por 28 dias, en el presente estudio se encontré un
aumento en la presencia de ERK 1/2 en la dosis de 10 pmol/kg (5.38 mg/kg), la
diferencia entre los resultados obtenidos por Qiu et al. (2013a) y nosotros puede
deberse a las diferencias entre machos y hembras en la biodistribucién y

eliminacién del compuesto (Chang et al., 2012).

En los trabajos de Lee et al. (2012) y Lee et al. (2013) se ha estudiado el efecto de
PFOS en la via de sefalizacion de las MAPKs en cultivos de células granulares
del cerebelo; las células tratadas con PFOS por 24 h en concentraciones de 3y 30
UM producen una induccién en la translocacibn de PKC de una manera
dependiente de la concentracion, lo que produce una alteracion en la fosforilacion
de PKC, un paso clave para la via de sefalizacion de las MAPKs (Lee et al.,
2012). Se detectd que se produce un aumento en la fosforilacion de ERK 1/2 en
10 umol/kg, los datos de Lee et al. (2012), Lee et al. (2013) y Qiu et al. (2013a)
son similares a los datos obtenidos en este estudio, sin embargo seria importante
evaluar la actividad de PPARy y ERK 1/2 ya que como se sabe los PPARy estan
involucrados en la activacion del gen de transcripcion de ERK 1/2 (Seto-Young et
al., 2007, Takacs y Abbott, 2007) y no se ha estudiado el efecto del PFOS sobre

éstos. También se debe evaluar la actividad de PKC porque se sabe que la
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activacion de los PPARy por RSG disminuye la translocacion de la PKC en el
endotelio humano (Scoditti et al., 2009), PFOS provoca un aumento en las
translocacion de la PKC en el cultivo de células granulares del cerebelo (Lee et al.,
2013), seria interesante evaluar si esta alteracién en la translocacion de la PKC
también se observa en la activacién de los PPARy por PFOS en las células de la
teca y de la granulosa y que ésto sea lo que provocé el aumento en la presencia
de p-ERK 1/2 que hemos encontrado; también se deben estudiar los efectos del
PFOS en las células de la granulosa y de la teca, sobre la ERK 1/2 con un
inhibidor de la cinasa (SB4315545, U0126, ALK41517) y dilucidar su efecto en la
via de sefalizacién del EGFR- ERK 1/2-StAR.

23.1 Efecto del PFOS sobre la presencia de la proteina reguladora
de la esteroidogénesis aguda (StAR)

La cascada de sefializacion mas estudiada en la esteroidogénesis es la mediada
por la cinasa de proteinas dependiente del AMPc la via de la PKA. El efecto agudo
de las hormonas troficas incrementa el contenido intracelular de AMPc activando a
la PKA, que fosforila proteinas involucradas en la via de sefializaciéon (EGFR, ERK
1/2) para la activacion de las proteinas que se encargan del transporte de
colesterol hacia la mitocondria, como es el caso de la proteina StAR (GOmez-
Chang et al., 2012), La proteina StAR se considera un paso importante para que
se lleve a cabo la esteroidogénesis, ya que es una proteina transportadora de
colesterol de la membrana externa de la mitocondria hacia la interna para que
pueda empezar la biosintesis de progesterona, androgenos y, posteriormente, los
estrogenos (Fan et al., 2009, Gyles et al., 2001, Stocco et al., 2005).

En estudios in vivo en ratones macho tratados por 21 dias con 5y 10 mg/kg de
PFOS se ha detectado que hay una disminucién en la expresiéon del RNAm de
StAR (Wan, 2011) y en células de Leydig expuestas prenatalmente por 8 dias,
también se encontré una disminucion significativa en la expresion del RNAm de
StAR asi como en la presencia de la proteina en la dosis de 20 mg/kg (Zhao et al.,
2014). En el presente trabajo se demostrd que en las células de la teca existe una
ligera tendencia al aumento en la actividad de StAR en las concentraciones de 1.4
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y 21 umol/kg (0.75 y 11.3 mg/kg), sin embargo, los datos obtenidos son cercanos
al control, por lo que no son significativamente diferentes, por otro lado, se detect6
una tendencia a la disminucién en la concentracion de 10 pmol/kg (5.38 mg/kg),
este efecto se puede comparar con los datos obtenidos en otros estudios (Wan,
2011, Zhao et al., 2014), sin embargo, se recomienda realizar mas experimentos

para poder contrastar los resultados obtenidos en la concentracion de 10 pmol/kg.

La via de sefializacion de ERK 1/2 induce la expresién de genes esenciales para
la maduracion del ovocito, esteroidogénesis, ovulacion y luteinizacion de las
células de la granulosa, dentro de los genes que se codifican bajo la influencia de
la cinasa ERK 1/2 se mencionan Ptgs2, Pgr y StAR (Fan et al.,, 2009). Existen
sitios de union para la regulacion de la transcripcion del gen de StAR, tales como
el factor esteroidogénico 1 (SF-1), el activador de la proteina 1 (AP-1) que tienen
actividad transcripcional dependiente de fosforilacién. La ERK 1/2 esta implicada
en la regulacion y fosforilacion de los factores transcripcionales SF-1, AP-1 y la
proteina fijadora de los elementos de respuesta a AMPc (CREB), una vez
fosforilados estos factores se activara la regién del promotor y se lleva a cabo la
transcripcion de StAR (Fan et al., 2009, Gyles et al., 2001, Stocco et al., 2005).
Los resultados obtenidos nos pueden indicar que a pesar de que existe un
aumento en la presencia de ERK 1/2 y p-ERK 1/2 ésta podria producir una
disminucién en la actividad sobre los factores de transcripcion como CREB o SF-1
que son esenciales para la transcripcion de StAR. Por lo que seria interesante
evaluar el efecto del PFOS sobre la expresiéon de CREB y SF-1 y asi poder
ampliar los conocimientos de la via de sefializacién en las células de la teca.
También se debe ampliar este trabajo incluyendo en futuros experimentos la

evaluacion por inmunodeteccion de p-StAR.
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Conclusiones

El presente estudio demostr6 que:

* La exposicion a PFOS en la etapa prepuberal de hembras de raton no
altera el peso en gramos por 8 dias de tratamiento, pero si aumenta la
longitud de los ovarios obtenidos en la dosis de 10 pmol/kg.

* En las CT en la dosis 21 pmol/kg hay una tendencia al aumento en la
presencia de EGFR y que éste podria deberse a diversos factores uno de
ellos podria ser el entrecruzamiento que se requiere con la actividad de las
MMPs.

* Se presentan cambios significativos en el aumento de la actividad y
fosforilacion de la cinasa ERK 1/2 en las CG.

* Se detectd una alteracion en la presencia de StAR en la dosis de 10

pmol/kg igual que en ERK 1/2 en las CT.
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Perspectivas

Realizar cortes histologicos para evaluar el tamafio y numero de los
foliculos, asi como el numero de capas de las células de la granulosa y de
la teca.

Evaluar la actividad de los PPARy en el ovario y en las células de la teca,
para determinar si este tiene influencia en el desarrollo de las células de la
granulosa.

Realizar inmunohistoquimica de todas las proteinas analizadas en los
cortes histolégicos para detectar su exacta presencia.

Evaluar la actividad de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9, para
esclarecer el aumento en la actividad del EGFR en las células de la teca y
su posible disminucion en las células de la granulosa.

Evaluar la actividad del RNAm del PPARy, ERK 1/2, CREB y SF-1

Valorar la actividad de la PKC en las células de la granulosa y células de la
teca y su posible aumento en su translocacion

Evaluar la actividad de ERK 1/2 ante un inhibidor de cinasa (SB4315545,
U0126, ALK41517).

Realizar inmunodeteccion de la p-StAR.
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