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Resumen

El PFOS es un compuesto perfluorado ampliamente utilizado en la industria, la
medicina y en productos de consumo. En estudios in vivo la presencia del PFOS en
concentraciones relevantes en diversos fluidos biologicos se ha relacionado con dafios
en la funcionalidad y el desarrollo del tracto reproductor, tanto en hembras como en
machos. Sin embargo, es escasa la informacion del efecto del PFOS en los gametos,
en especial en las hembras, ya que no hay reportes sobre la exposicidn de los ovocitos
durante la maduracion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario. Por ello la
importancia de realizar estudios in vitro utilizando como modelo al porcino, pues

comparte ciertas caracteristicas fisiologicas y anatémicas con los seres humanos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del PFOS en la viabilidad, la
maduracion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario in vitro, en ovocitos expuesto
durante la maduracion, de tal manera que esto pueda ser un factor de riesgo para la

salud reproductiva de la hembra.

Los resultados obtenidos en este estudio de maduracion in vitro demuestran
que la viabilidad es afectada en un 50% a una concentracion de 31uM, mientras que
la maduracion es inhibida, en la misma proporcion, a una concentracion de 9 uM. Esto
indica que la maduracion puede ser afectada a una menor concentracion con respecto
a la concentracidén que se requiere para matar al ovocito, por lo que la inhibicion de la
maduracién se debe a la presencia del PFOS por 44 h de cultivo y no por la muerte de

la célula.

Por otro lado, al evaluar el efecto del PFOS en la formacion de pronudcleos
ocurrida 18 h después de la maduracion de ovocitos expuestos a concentraciones
subletales (2, 4 y 8 uM), se observo que los porcentajes de fertilizacion en cada uno
de los tratamientos no se afectd. Se propone que los resultados pueden deberse a que
el efecto provocado por la exposicion de los ovocitos al PFOS quiza sea reversible.

Asimismo, los porcentajes de desarrollo embrionario obtenidos indicaron que la

Vi



exposicion de ovocitos al PFOS durante su maduracion no influye en el desarrollo
embrionario. Por lo tanto, la MIV es un proceso que puede verse inhibido o retrasado
por la presencia del PFOS en el medio de cultivo, sin embargo, al ser retirado el téxico,
los ovocitos recuperan la capacidad para reanudar la meiosis, esto indica que el efecto
inducido sobre este proceso puede ser reversible, siempre y cuando se considere la
dosis, el tiempo de exposicidn, y la especie entre otros factores que son cruciales para

las células.
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Abstract

PFOS is a perfluorinated compound widely used in industry, medicine and
consumer products. In vivo studies in the presence of PFOS relevant concentrations in
various biological fluids it has been linked to damage to the functionality and the
development of the reproductive tract in both females and males. However, there is
little information on the effect of PFOS in the gametes, especially in females, since
there are no reports of exposure during oocyte maturation, fertilization and embryo
development. Hence the importance of in vitro studies using pigs as a model, he shares

certain physiological and anatomical characteristics with humans

The aim of this study was to evaluate the effect of PFOS on viability, maturation,
fertilization and embryo development in vitro, in oocytes exposed during maturation, so

this may be a risk factor for reproductive health the female.

The results obtained in this study show that in vitro maturation is affected viability
by 50% at a concentration of 31uM, while maturation is inhibited in proportion to a
concentration of 9mM. This indicates that the ripening can be affected at a lower
concentration compared to the concentration required to kill the oocyte, thus inhibiting
the ripening is due to the presence of PFOS by 44 hours of culture rather than death

cell.

Furthermore, to evaluate the effect of PFOS in forming pronuclei occurred 18 h
post maturation of oocytes exposed to sublethal concentrations (2, 4 and 8 uM), it was
observed that the percentages of fertilization in each of the treatments It was not
affected. It is proposed that the results may be due to the effect caused by exposure of

oocytes to PFOS may be reversible.

Also, the percentage of embryonic development obtained indicated that

exposure to PFOS during oocyte maturation does not affect embryonic development.

Vil



Therefore, the MIV is a process that can be inhibited or delayed by the presence
of PFOS in the culture medium, however, upon removal toxic, oocytes regain the ability
to resume meiosis, this indicates that the effect induced this process may be reversible
as long as the dose, exposure time, and the species and other factors that are crucial

for the cells is considered.
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Introduccion

En 1990, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté que habia 42
millones de parejas infértiles; para el 2010 la cifra se increment6 a 48.5 millones, es
decir, entre el 5 y el 15% de las parejas en edad reproductiva son infértiles, de las
cuales entre el 10 y el 20% se desconocen las causas de este padecimiento. Sin
embargo, se han obtenido datos relacionados con causas multifactoriales, entre ellas
alteraciones ambientales. Debido a que diversos compuestos de origen quimico han
alterado las condiciones normales del ambiente y por lo tanto la homeostasis de los
organismos; es por lo que la salud reproductiva ha ganado gran importancia en la
investigacion. Estos compuestos quimicos se denominan compuestos xenotéxicos, y
un ejemplo de ellos son los compuestos perfluorados (PFC), sustancias compuestas
de flhor y carbono utilizadas para la produccién de diversos materiales de uso
industrial, alimenticio y meédico, las cuales, son responsables de alteraciones
cromosomicas, disfunciones endocrinas (Nordstrom et al.,, 2009) y problemas de
fertilidad (Governini et al., 2011). Por ello la importancia de estudiar las repercusiones
en la fertilizacion y el desarrollo embrionario en gametos expuestos a estos
compuestos durante la maduracion. En este trabajo se propone utilizar como modelo
al porcino, ya que algunas de las funciones anatémicas y fisioldégicas son parecidas a

las del humano (Santos et al., 2014).

El ovario: ovogénesis y foliculogénesis

El ovario es el 6érgano reproductor en las hembras y es responsable de producir
y almacenar ovocitos, asi como también de la secrecién balanceada de ciertas
hormonas esteroides (estrégenos, progesterona y androgenos) y peptidicas (relaxina,

inhibina y activina), los cuales intervienen en el desarrollo del tracto reproductor, la



maduracion de los gametos, la fertilizacion, la implantacién y el desarrollo embrionario
(Botella, 1995; Hafez y Hafez, 2000).

Los ovarios son o6rganos pares, cuya forma es ovalada, se localizan
suspendidos en la cavidad abdominal, sostenidos por tejido conectivo, y miden
aproximadamente 3 cm de diametro en la mujer y de 4 a 5 cm en la cerda (Hafez y
Hafez, 2000; Trejo et al., 2005). En el ovario se pueden identificar: la region interior
que se denomina médula y esta constituida por tejido conectivo, vasos sanguineos y
linfaticos, masculo liso y fibras nerviosas; y la region exterior corteza, es donde se sitla
a los foliculos que contienen en su interior a las células de la teca, la granulosa y al
ovocito (Fig. 1) (Trejo et al., 2005). En el ovario se forman y maduran los ovocitos

mediante los procesos de ovogénesis y foliculogénesis.

Foliculo
antral

Membrana basal

A __Granulosa
—=._ . Tecainterna
|- 5 Teca externa

‘ f\{‘-\ 1 ___Foliculo ovulatorio

Tuanica Albuginea

Epitelio
germinal
Foliculo
Terciario Cuerpo liteo
(Desarrollo del antro) :
Zona Médula
Pelicida
Foliculo § w, ‘ «
secundario i Venas,
- vasos
% . s Sinl?‘;]r'\zsgs Cuerpo albicans
Foliculo - G Y ‘
primario X \ é ~
=l L0
Gy
Foliculos
primordiales

Figura 1. Componentes del ovario y diferentes estadios de maduracién del foliculo.



La ovogénesis inicia en la etapa embrionaria, durante este periodo, las células
germinales primordiales proliferan por mitosis para producir las ovogonias que son
células diploides (2n). Al momento del nacimiento, el desarrollo y el crecimiento de las
ovogonias se ve interrumpido por lo que dejan de proliferar y un nimero de foliculos
se pierde mediante atresia, de tal manera que al llegar a la etapa pre puber se cuenta

ya con un numero reducido de ovocitos.

La foliculogénesis, comprende procesos de diferenciacion, crecimiento y
desarrollo del foliculo para la produccion de gametos y hormonas esteroides. El foliculo
es el compartimiento ovarico en el que se encuentra contenido el ovocito, embebido
en el fluido folicular (FF), producto de la transferencia de los constituyentes del plasma
sanguineo y el metabolismo de las células de las granulosa (CG) y la teca (CT), que
le provee de nutrientes y constituye el microambiente del ovocito durante la
maduracion folicular, en donde se experimentan cinco etapas de crecimiento: foliculo
primordial, primario, secundario, antral y preovulatorio (Konig y Liebich, 2008). Estos
procesos se ven concluidos en el momento de la ovulacion, que es regulada por el eje

de retroalimentacion hipotalamo- hipéfisis- ovario (Trejo et al., 2005).

Durante las primeras etapas de desarrollo folicular el control de crecimiento es
regulado por mecanismos intraovaricos, posteriormente depende de sefales

hormonales, producidas por la hipofisis (Hafez y Hafez, 2000).

Las ovogonias inicialmente se encuentran cubiertas por una capa de CG
alargadas, las cuales en etapas subsecuentes de desarrollo experimentan cambios
morfolégicos y bioquimicos que permitiran el desarrollo y supervivencia del ovocito
(Young y McNeilly, 2010), ya que posteriormente ambos sufriran cambios morfologicos
y metabdlicos para dar origen a los ovocitos primarios; en este momento el foliculo es
denominado primordial. Estos foliculos comienzan a crecer y los ovocitos entran en
meiosis, donde experimentan el primer arresto meiotico, y el ovocito queda detenido
en Profase | en etapa de diploteno; en este momento ocurre la condensacion de la
cromatina para la formacién de los cromosomas con dos cromatidas hermanas unidas

por el centrémero (Clift y Schuh, 2013).



La etapa de diploteno se divide en cinco estadios leptoteno, cigoteno, paquiteno
(se caracteriza por el entrecruzamiento en donde los cromosomas se aparean
produciéndose un intercambio de segmentos, lo que origina la variabilidad genética
entre los individuos), diploteno, (etapa en la que el ovocito queda arrestado) y
diacinesis, en esta etapa meidtica el ovocito se encuentra en el estado conocido como
vesicula germinal (VG) ya que todavia es visible la envoltura nuclear, la cual
desaparece en la prometafase. Hasta este momento, el ovocito que ha sido reclutado

para crecer y madurar es primario y su foliculo es primordial. (Trejo et al., 2005).

En la etapa de foliculo primario, hay una gran actividad proliferativa de las
células de la granulosa cuya morfologia ahora ya es cuboidal, mientras que en el
ovocito ocurren cambios estructurales, por ejemplo, la zona peltcida (ZP) es evidente
y a través de ella se emiten prolongaciones citoplasmaticas de las células de la
granulosa para el intercambio de metabolitos con el ovocito, de tal manera que esto le
proporciona la maquinaria necesaria para madurar y crecer. Finalmente, durante esta
etapa se conforma el complejo ovocito-células del camulo (COCs), el cual consta del
ovocito, la ZP, las células de la granulosa cuboide y de la corona (Young and McNeilly.,
2010).

La ZP juega un papel muy importante durante la fertilizacion y el desarrollo
embrionario, pues actia como una barrera para evitar la polispermia y la entrada de
espermatozoides de otra especie, también brinda proteccién al embrién, ya que sin
ella los blastdmeros serian degradados y por ultimo ayuda a la implantacién del mismo

en el utero (Yanagimachi, 1994).

El proceso de diferenciacion y proliferacion descrito anteriormente es
indispensable para la progresion de la meiosis, el incremento de tamafio y la
acumulacion de sustancias de reserva e incluso RNA mensajero, el cual, es vital para
la sintesis de proteinas y enzimas requeridas para el desarrollo embrionario. Es en
este momento que sera considerado como foliculo secundario dependiente de la
actividad de las gonadotrofinas: Hormona luteinizante (LH) y Hormona Foliculo

Estimulante (FSH), por su parte las células foliculares proliferan y disponen de una red



capilar que nutre al foliculo, en tanto que el ovocito primario ha obtenido su tamafio
optimo (Hafez y Hafez, 2000; Trejo et al., 2005).

El foliculo terciario depende de la accion de FSH y LH sintetizadas y liberadas
al inicio de la pubertad para el desarrollo y funcion del foliculo, durante esta etapa las
células foliculares proliferan, pero dejan de crecer para formar el antro, que es un
espacio lleno de liquido folicular localizado entre las células de la granulosa y la teca
(Young and McNeilly, 2010).

Asi, el foliculo resultante contiene un ovocito con todas las células accesorias
que soportan su desarrollo y supervivencia. En esta etapa de crecimiento,
diferenciacion y proliferacién se tiene un foliculo antral, el cual contiene al ovocito
secundario, que ha reanudado la meiosis, pasando por la Metafase | (MI) y Il (MII)
(extrusion del primer cuerpo polar (CP), momento en el cual la célula ya es haploide
(n) y nuevamente queda arrestado. Si ocurre la fertilizacion, la meiosis se reanuda y
completa, restaurando con ello el nUmero cromosdmico, se extruye el segundo cuerpo

polar e inicia la formacion de pronucleos (Clift and Schuh, 2013; Trejo et al., 2005).

En la MI, los cromosomas homologos se alinean en el ecuador de la célula,
asociados a los filamentos de huso acrosémico para migrar hacia los polos durante la
anafase I; en la telofase I, los cromosomas llegan a los polos y se produce la division
celular con reconstitucion de envolturas nucleares correspondientes a cada juego de
cromosomas. Finalmente, el numero cromosémico se ha reducido a la mitad, sin
embargo, cada uno de ellos conserva las dos crométidas hermanas y se han formado
dos células a partir de una sola. Inmediatamente después ocurre otra division celular,
pero sin duplicar el material genético: la meiosis Il, proceso en el que nuevamente se
repiten, a excepcién de la profase, las etapas antes mencionadas, pero con la
diferencia de que las cromatidas hermanas unidas al centrémero se alinean en el
ecuador de la célula. Al ser fertilizado se lleva a cabo la telofase Il, y se libera el
segundo cuerpo polar. Como producto de la division meidtica se producen cuatro

gametos haploides, de los cuales Unicamente uno, el ovocito sera viable (Fig.2).
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El ovocito

El ovocito es una célula reproductora haploide altamente especializada, de
forma esférica, en la que, tanto el tamafio como el contenido varia segun la especie,
debido a que contiene grandes cantidades de sustancias de reserva para mantener el
desarrollo embrionario; el ovocito se encuentra rodeado por la ZP, las células de la
granulosa y las células de la teca. En su interior se distinguen, entre otras estructuras,
el citoplasma y el ndcleo, ambos experimentan un proceso de maduracion durante su
crecimiento, que es indispensable para que el ovocito pueda ser fertilizado y hasta
entonces ser considerado como: Ovulo, es necesario que durante su maduracion
sucedan cambios tanto en el interior como en el exterior del mismo (Betancourt et al.,
2003; Trejo et al., 2005).

Para que el ovocito pueda llegar a ser un évulo o pueda ser fertilizado, deben
suceder en el ovocito dos procesos previos: la maduracion nuclear y la maduracién
citoplasmatica, las cuales son de vital importancia y se llevan a cabo durante el

crecimiento del ovocito.

Maduracion del ovocito

La maduracion nuclear y citoplasmatica en el ovocito, involucra procesos
complejos que ocurren durante el crecimiento folicular y concluyen al ocurrir la
fertilizacion; es regulada por una serie de factores celulares y moleculares, que
involucran cambios en el nucleo, el citoplasma y la membrana, asi como en los niveles
plasmaticos de las gonadotropinas, los cuales, son importantes para que ocurra la

formacién de un nuevo individuo.

La maduracién nuclear se caracteriza por estados alternados de desarrollo y de
arresto de la meiosis. El primer arresto meiético es el denominado VG, término

empleado para referirse al ntcleo del ovocito inmaduro. Durante el crecimiento del



ovocito y en respuesta al estimulo gonadotréfico preovulatorio durante la pubertad se
reinicia la meiosis y se rompe la envoltura nuclear (GVBD), ocurre la formacion del
huso meidtico y la condensacion de la cromatina en cromosomas homaologos que se
alinean al huso, alcanzando el estadio de MI, posteriormente viene la segregacion de
los cromosomas homadlogos, dando lugar a la extrusion del primer CP y el paso al
estadio de MlI, etapa en la cual el ovocito es arrestado por segunda vez y ovulado de
esta forma, cabe sefalar que durante este proceso no hay replicacion de los
cromosomas pero si duplicacidon de centriolos, la membrana nuclear desaparece y se
forma el huso. La MIl puede ser reanudada al ser fertilizado o activado
partenogenéticamente, completandose de esta manera la meiosis, con la extrusion del
segundo CP (Betancourt et al., 2003; Eppig 1993; Trejo et al., 2005) (Fig. 3).
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Figura 3. Reinicio, arresto y termino de la meiosis.

La FSH y la LH por su parte, juegan un papel muy importante para la
reanudacion de la meiosis. En el caso de la LH, aumenta la concentracion de AMPc,
el cual es producido y transferido por las células de la granulosa a través de las uniones

comunicantes (gap) al ovocito y es responsable del arresto meiotico.

En cambio, la FSH promueve la expansion de las células del cdmulus, a través
de la sintesis de piruvato y acido hialurénico, los cuales, se ha sugerido que podria
participar en el blogueo de la polispermia durante la fecundacion, a través de la sintesis

previa de los granulos corticales (Betancourt et al., 2003; Mehlmann et al., 2005).



Células de la granulosa en la maduracion

Las células de la granulosa posiblemente se originaron del epitelio del mesotelio
o del rete ovarii. Estas presentan diferentes fenotipos dependiendo su localizacion
dentro del foliculo y debido a que se encuentran separadas por la lamina basal, no
reciben suministro sanguineo, y por lo tanto el paso de leucocitos y sustancias de alto
peso molecular queda restringido. Los fenotipos de células de la granulosa son:
murales, antrales y del cimulus, todas tienen la capacidad de responder a LH y FSH
y son responsables del intercambio de nutrientes entre el ovocito y el exterior (Yen y
Jeffer, 2009).

Fertilizacion en mamiferos

La fertilizacibn es un proceso complejo, que implica el desarrollo y la
maduracion tanto del espermatozoide como del ovocito, seguido de la migracion de
los espermatozoides hasta el oviducto e interaccién con él ovocito, para que finalmente
se fusionen esperma-ovocito mediante la formacion de pronucleos para dar origen a

un individuo genéticamente diferente (Okabe et al., 2013).

El proceso de activacién del ovocito ocurre al unirse el espermatozoide, lo que
provoca una serie de cambios bioquimicos y fisiol6gicos. Los parametros que indican
gue un ovocito es activado son: el reinicio de la MIl de la meiosis, la formacién del
segundo CP vy la excrecion de los granulos corticales (GC). Se considera que un
ovocito es fertilizado si el espermatozoide esta dentro de la ZP o del ooplasma, hay
formacion de pronucleos o bien la presencia de diferentes estadios celulares
(Yanagimachi, 1994).

Antes de interaccionar y unirse los gametos, el espermatozoide capacitado
atraviesa las células del cuamulo y cruza la ZP. El acrosoma del espermatozoide

contiene varias enzimas proteoliticas, hialuronidasa y B-galactosidasa entre otras, que
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degradan a la ZP para que pueda unirse al ovocito. Posteriormente, el espermatozoide
cruza rapidamente el espacio perivitelino, de tal manera que la membrana interna del
acrosoma de la region ecuatorial se fusiona introduciéndolo al citoplasma del évulo,
inmediatamente después se reinicia la division meiotica, para la formacion y la fusion
de los pronucleos femenino y masculino, asi como la liberacion del segundo cuerpo

polar, proceso que es denominado singamia (Trejo et al., 2005; Yanagimachi, 1994).

En este proceso la subdivisién subsecuente que se lleva a cabo en el cigoto es
solo de la masa citoplasmética, dando lugar a la segmentaciéon (Trejo et al., 2005;

Jiménez-Castellanos et al., 2007).

Segmentacion

Durante la segmentacion, ocurren una serie de divisiones, hasta generar una
célula de 16 blastdmeros; la primera divisién da lugar a dos células, cada una de las
cuales da lugar a otras dos, de tal manera que se llega a una fase, en la cual, el huevo
se transforma en un conglomerado de células que recibe el nombre de mérula

(Jiménez-Castellanos et al., 2007).

La morula continda su multiplicacion de manera geométrica, en tanto que la
zona pelucida se empieza a disolver y la masa total del embrion empieza a incrementar
de volumen. Si el proceso continua, las células se arreglan en una capa redonda, y se
forma el blastocisto con un centro hueco lleno de liquido, el blastocele. Posteriormente
ocurre la diferenciacion de las células con la aparicion de una masa de células en un
polo del blastocisto que formaré los tejidos embrionarios, mientras que la zona principal
y opuesta dara origen a la masa embrionaria de las células de la placenta, denominada

trofoblasto.
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Los procesos previamente descritos se pueden ver comprometidos de manera
reversible e irreversible por la interaccion de diversos compuestos toxicos con
proteinas, que son indispensables para su diferenciacion, crecimiento y desarrollo, por
ello la importancia de estudiar el efecto de un xenotéxico durante la MIV y su

repercusion en la FIV y el DE en un modelo in vitro.

Xenotoxico

En la actualidad diversos compuestos quimicos sintéticos (xenotéxicos) han
sido detectados en el suero de humanos, en organismos de vida silvestre, y en el
medio ambiente, afectando de esta manera las funciones reproductivas de las
especies a nivel global. Los Compuestos Perfluorados (PFCs) son xenotoxicos de uso
indiscriminado, a los que se les ha considerado como disruptores endocrinos que
influyen sobre los efectos androgénicos y estrogénicos, a partir de la interaccion con
el receptor, el metabolismo y la produccion hormonal o en la sefalizacién del eje de

regulacion hipotalamo-hipdfisis-ovario (Joensen et al., 2013; Shi et al., 2007).

La maduracion del ovocito y la fertilizacién del mismo son procesos susceptibles
de dafos provocados por el ambiente o productos xenotéxicos como sucede con los
PFCs.

Compuestos Perfluorados (PFCs)

Los compuestos perfluorados (PFCs), son sustancias quimicas sintéticas
producidas por el hombre o bien por el metabolismo de otros productos quimicos
perfluorados. La produccion de PFCs inicio en 1950 por la empresa estadounidense
3M (Fei et al., 2007; Han et al., 2003; Seacat et al., 2002).
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Los PFCs estan formados por una cadena variable de atomos de carbono (C4-
C14), unidos mediante un enlace covalente polar a atomos de fldor, el cual es
sumamente estable en forma unida y un grupo funcional terminal carboxilo o sulfonato,
debido a sus caracteristicas fisico-quimicas se consideran anfipaticos, y son
compuestos organicos persistentes (COPs) en el medio ambiente, pues tienen la
caracteristica de ser sumamente estables en el aire, presentar resistencia a altas
temperaturas, y no son inflamables ademas, biodegradables por acidos fuertes o
agentes oxidantes (Inoue et al., 2004; Halldorsson et al., 2012; Lau et al., 2004:
Luebker et al., 2002).

Sin embargo, debido a sus propiedades fisico-quimicas, han sido empleados
en una amplia gama de aplicaciones industriales y de consumo; como por ejemplo
para la produccion de componentes adhesivos, cosméticos, revestimientos de papel,
retardantes de fuego, agentes tenso activos, lubricantes e insecticidas, destacandose
incluso en prendas de vestir, cuero y tapiceria, asi como en protectores de papel para
el empleo de alimentos envasados, ademas de bolsas, platos y envolturas (Austin et
al., 2003; Joensen et al., 2013).

De acuerdo a su composicién quimica los PFCS se dividen en dos grupos: los
sulfonatos de Perfluoroalquilo dentro de los cuales se encuentra el sulfonato de
perfluorohexano (PFHxS) y el sulfonato de perfluorooctano (PFOS) y los carboxilatos
de perfluoroalquilo como el acido perfluorooctanoico (PFOA) y el acido

perfluorodecanoico (PFDA).

Desde el punto de vista toxicolégico, la importancia de estos compuestos
perfluorados radica en que son bioacumulables y generan toxicidad ocasionando
efectos adversos a la salud de los seres humanos, especies de vida silvestre y alteran
el medio ambiente, ya que estudios al respecto, mencionan que pueden ser
carcinogénicos; afectando a la génada (Joensen et al., 2013; Shi et al., 2007), al
sistema endocrino y a las uniones comunicantes (Dominguez, 2014; Hu et al., 2002;
Upham et al., 1998), lo que provoca un incremento o disminucion de las hormonas

esteroides e inmunotoxicidad durante el desarrollo, ademas de hepatotoxicidad y dafio
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mitocondrial (Shi et al., 2007). Los PFC parecen estar vinculados con alteraciones
reproductivas, tal es el caso de la maduracion de gametos y la fertilizacion, asi como
el desarrollo embrionario y neonatal (Austin et al., 2003; Dominguez, 2015; Fei et al.,
2007; Governini et al., 2011; Teteltitla, 2014). Un ejemplo de estos compuestos es el
Sulfonato de Perfluorooctano (PFOS), que en exposiciones in vivo en diversas
especies de laboratorio altera el sistema neuroendocrino, el ciclo reproductivo y el

desarrollo neonatal (Lau et al., 2004; Nordstrém et al., 2009).

Sulfonato de Perfluorooctano (PFOS)

El PFOS (CsF17S03) es un componente organico perfluorado constituido por
una cadena de ocho atomos de carbono unidos cada uno a un atomo de fldor con un
grupo funcional sulfonato (SO20). Pertenece a la familia de los perfluoroalquilo
sulfonatos y es un liquido volatil a temperatura y presién normal; sin embargo, tiene
baja volatilidad y presion (Fig.4). La produccién de este compuesto se realiza mediante
la fluoracion y telomerizacion eléctrica. PFOS actla como un agente tenso activo, el
cual tiene propiedades reductoras de tensién superficial elevada, debido a estas
caracteristicas, es ampliamente utilizado en aplicaciones industriales y de consumo
(Austin et al., 2003; Fei et al., 2007; Olsen et al., 2007; Lau et al., 2004).

Figura 4. Estructura del PFOS.
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En el ambiente se han determinado concentraciones del PFOS en el agua dulce,
en mamiferos marinos, peces, aves y mariscos, incluso en lugares como el Artico, el
Pacifico y Océano Norte, siendo las regiones mas pobladas e industriales las que
presentan mayores concentraciones e incluso se han detectado concentraciones

importantes en alimentos y en el polvo de casa habitacion (Lau et al., 2004).

La presencia del PFOS en diversos fluidos biolégicos y 6rganos a nivel global
en seres humanos y en la vida silvestre ha generado interés ya que se une a proteinas
de plasma como la albumina y tiene afinidad por la subunidad 3 de las lipoproteinas y
a fracciones de la globulina a y y, asi como a la transferrina y a la hormona
transportadora de hormonas esteroides (SHGB), desplazando de esta manera a la
testosterona (T) y estradiol (E2) ademas de competir por el mismo sitio de unién de los
acidos grasos (Jensen y Leffers, 2008; Zhao et al., 2010). Por lo anterior, se absorbe
facilmente, y se distribuye en el plasma a través de la circulacion enterohepética y no
se elimina completamente a través de la orina y las heces; ademas se secreta durante

la lactancia a través de la leche (Whitworth et al., 2012; Reiner et al., 2009).

Antecedentes

Estudios in vivo e in vitro en animales, han demostrado que el PFOS altera la
homeostasis de los individuos expuestos. Su distribucion es principalmente
extracelular; en plasma de rata, mono y humano se reportan concentraciones en un
rango de 1 a 500 mg/mL, en el liquido amniotico 1 ng/mL reportado en, la leche
materna y la orina se han determinado 1 ng/mL, en tanto que en el tejido mamario de
los descendientes fue de 1.0 ng/g y una concentracion menor a 11 ng/mL en el
cordon umbilical, mientras que en individuos ocupacionalmente expuesto se reporta
de 9.930 a 12.830 ng/mL (Olsen et al., 2007; Reiner et al., 2009).
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Son varios los estudios que reportan el efecto del PFOS en organismos
expuestos. En primates, por ejemplo, la exposicion a 0.75 mg/kg/dia de PFOS provoco
la disminucion del peso corporal, bajos niveles de colesterol total y de triyodotronina,
y un aumento en la concentracion de estradiol, asi como el peso del higado (Seacat et
al., 2002). En cambio, en el mono Rhesus la exposicion al perfluorado redujo la
concentracion de lipidos y del peso corporal, produciéndose un alto indice de
mortalidad, debido a la acumulacion del compuesto (Butenhoff et al., 2009; Johnson et
al: 1979; Goldenthal et al., 1978; Seacat et al., 2002).

Cuando se evalu6 el efecto del PFOS en monos Cynomolgus, durante la
exposicibn no se observaron cambios en la proliferacion celular hepética, en el
pancreas o en los testiculos (Changa et al., 2008; Shi et al., 2007). Aunque otras
fuentes mencionan que exposiciones subcrénicas en monos, ratas, peces y seres
humanos condujo a la pérdida de peso corporal acompafiado de hepatotoxicidad y una
reduccion en los niveles de hormonas tiroideas, de colesterol, de triglicéridos y en

algunos individuos produce la muerte (Joensen et al., 2013; Seacat et al., 2002).

Por otro lado, en relacion con el sistema reproductor, se ha visto que los
compuestos perfluorados son uno de los factores que influyen en la disminucién de la
fertilidad en humanos, desconociéndose los mecanismos biolégicos por los que
actlan, aunque se relacionan con alteraciones en el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario
(disruptor endocrino), que a su vez pueden causar ciclos irregulares y retraso en la
ovulacion asi como disminucion de la capacidad fecundante de ovocitos y de

embriones transferidos (Austin et al., 2003; Governini et al., 2011).

En estudios enfocados al efecto reproductivo del PFOS, en ratas expuestas a
una dosis de 3.028 y 15.489 mg/kg, demostraron que conforme incrementa el tiempo
de exposicion y las dosis del compuesto, disminuyen la ingesta de alimento, los niveles
circulantes de leptina en suero y reduce el numero de implantaciones asi como de

embriones viables, ademas de incrementar los niveles de corticoesterona en plasma y
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alterar el sistema neuroendocrino, mientras que a dosis bajas no se observaron
cambios (Austin et al., 2003; Reiner et al., 2009).

En rata también, la exposicion durante 42 dias antes del apareamiento y durante
la gestacion redujo la viabilidad de las crias y el crecimiento postnatal, incluso a dosis
bajas (Butenhoff et al., 2009). Las concentraciones reportadas en el plasma materno
son de 6.4 a 106.7 ng/mL, misma que disminuye conforme la edad gestacional, la
paridad y la lactacion, esto debido a que la concentracion de la albumina desciende
durante la gestacion y la expansion de volumen sanguineo (Fei et al., 2007). La
evaluacion en dos generaciones de ratas expuestas a dosis altas produjo una alta
mortalidad en la descendencia de la F1, mientras que en la F2 produjo la pérdida de
peso (Hinderliter et al., 2005).

Estudios teratogénicos realizados en rata, ratbn y conejo demuestran que
provoca una disminucion en el peso fetal, induce fisura palatina, edema, retrasa la
osificacion de los huesos y la apertura prematura de los 0jos, asi como anormalidades
cardiacas y falta de apetito en las hembras gestantes e incluso una alta mortalidad de
las crias que sobrevivieron a dosis bajas (Specht et al., 2012). Ademas, el PFOS podria
estar vinculado con el retraso en la maduraciéon pulmonar fetal y en el desarrollo de la
glandula mamaria, ya que tiene la capacidad de atravesar la barrera placentaria (Austin
et al., 2003; Butenhoff et al., 2009; Longnecker et al., 2008; Specht et al., 2012).
Ademas, se ha reportado una dosis-respuesta positiva asociada con los niveles de
leptina, insulina y la relacion leptina-insulina e inversamente con los niveles de
adiponectina (Halldorsson et al., 2012). Por otro lado, se ha demostrado que altas
concentraciones del PFOS repercuten sobre la funcionalidad de las células de Leydig

y la morfologia del testiculo (Shi et al., 2007).
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Justificacion

Se ha demostrado que el PFOS se encuentra en concentraciones relevantes en
diversos fluidos biolégicos y es responsable de dafios en la funcionalidad y desarrollo
del sistema reproductor en estudios in vivo, sin embargo, es escasa la informacion
sobre lo que estos compuestos pueden causar sobre la maduracion de gametos, la

fertilizacion y el desarrollo embrionario.

Pregunta de investigacion

¢Afectara la presencia del PFOS durante el periodo de maduracion in vitro de
ovocitos porcinos el proceso de maduracion y la subsecuente fertilizacion y desarrollo

embrionario?

Hipotesis

Si el cultivo de los COCs en presencia del PFOS altera el proceso de
maduracién in vitro, entonces su efecto repercutird sobre la fertilizacion y desarrollo

embrionario.

17



Objetivo general

Evaluar el efecto del PFOS durante el periodo de maduracion in vitro y su

repercusion sobre la fertilizacion y el desarrollo embrionario.

Objetivos particulares

Determinar la Concentracion Letal 50 (CLso) y la Concentracién de la Inhibicion
de la Maduracion 50 (CIMso) del PFOS en ovocitos porcinos expuestos durante

el periodo de maduracion in vitro.

Evaluar la FIV en ovocitos madurados en presencia del PFOS en

concentraciones subletales (< CIMso).

Evaluar el desarrollo embrionario de ovocitos porcinos expuestos durante el
periodo de maduracion in vitro a diferentes concentraciones del PFOS menores
a la CIMso.
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Material y Método

Maduracion in vitro (MIV) de ovocitos porcinos

Todos los reactivos empleados fueron de la marca Sigma Chemical Co. (EUA),

al menos de que se especifique lo contrario.

Las técnicas de cultivo y maduracién in vitro de ovocitos porcinos utilizadas

fueron las descritas por Yoshida et al (1990).

Se utilizaron ovarios de cerdas pre puberes de aproximadamente 6 meses de
edad, sacrificadas en el rastro (Los Arcos, Edo. México). Los ovarios fueron
transportados al laboratorio en una solucion de NaCl al 0.9%, a una temperatura de
entre 25-28°C. Al llegar al laboratorio en un lapso no mayor a 2 h, de los ovarios se
puncionaron sélo aquellos foliculos que median entre 3 y 6 mm para obtener el fluido
folicular que contenia el complejo ovocitos-células del camulo (COCs), usando para
esto una aguja de calibre 18 fijada a una jeringa desechable de 10 mL. El fluido folicular
colectado se dej6é sedimentar por 20 min en un tubo de 50 mL. El bot6n celular se lavo
en dos tiempos de 15 min cada uno, en donde se agregaron 20 Ml de la solucion de
Tyrode suplementada con 10 mM de lactato de sodio 0.50 mM HEPES y 0.01 % de
polivinil alcohol (TL-HEPES PVA) aun pH de 7.3 a 7.4.

El botdn celular fue resuspendido y colocado en cajas Petri para su colecta, en
donde los COCs seleccionados fueron aquellos que presentaban un citoplasma
uniforme y cuando menos tres capas de células del camulo, se lavaron tres veces para
restirar restos celulares en 500 puL en medio TCM-199 con sales de Earle y bicarbonato
de sodio (In vitro, México) suplementado (glucosa 3 mM, piruvato de sodio 0.91 mM,
alcohol polivinilico 0.1% (v/v), cisteina 0.57 mM, EGF 10 ng/mL, penicilina 75 pg/mL,
estreptomicina 1 uyg/mL, y fueron cultivados en una caja de 4 pozos (Nunc, Dinamarca)
con medio comercial TCM-199 suplementado (medio de cultivo) y con FSH 5 pg/mL

y LH 5 pg/mL, en esta etapa se colocé al PFOS a diferentes concentraciones 2 uM,4
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UM, 6.2 pM, 8 uM, 12.5 uM, 25 pM y 50 pM, el cual se encontraba en una solucion
stock de 20 mM disuelto en DMSO (99.5%).

Para probar el efecto del diluyente se empled una concentracién proporcional a las
trabajadas con el compuesto perfluorado, los cuales fueron 0%, 0.01%, 0.02%, 0.03%,
0.06%, 0.12% y 0.24%. Ademas, fue empleado un control, el cual, s6lo contenia medio
de cultivo. En ambos casos los COCs fueron incubados por un periodo de 44 h a
38.5°C, en una atmosfera de 5 % de CO2 y humedad a saturacion.

Evaluacion de la viabilidad y la maduracion

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se empled la técnica de doble
tincion para evaluar de manera simultdnea en el ovocito, la viabilidad (MTT,
microscopia de campo claro) y la maduracion nuclear (Hoechst, microscopia de
epifluorescencia). Para esto, fueron retiradas las células del cimulo y se agregé MTT
(Azul de Tetrazolio, 5mg/mL en PBS), por un periodo de 30 minutos; con esta prueba
se determind la viabilidad de las células (ovocito incoloro: muerto; ovocito puarpura:
vivo) (Fig 5).

Figura 5. Ovocitos tefiidos con MTT: a) incoloro: Muerto y b) Purpura: vivo.
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Para evaluar la maduracién nuclear, los ovocitos fueron tefiidos con 45 pg/ml
de bisbenzimida (Hoechst 33342 en PBS) aislados de la luz, por 40 minutos,
posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 2% por 12 h y se colocaron en un
portaobjetos con Glicerol-PBS (1:9). El estado de maduracion se evalué con el
siguiente criterio: los ovocitos en vesicula germinal se consideraron como inmaduros,
los ovocitos en Metafase | como ovocitos en via de maduracion y aquellos en Metafase

Il como ovocitos maduros (Fig 6).

Figura 6. Ovocitos tefiidos con Hoechst 33342: a) VG: Inmaduro,
b) Ml inmaduros y c) Mll: Maduro.
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Fertilizacion in vitro (FIV) de ovocitos porcinos

Después de la MIV, las células del cumulo fueron removidas por accion
mecanica para cada uno de los tratamientos (PFOS y DMSO) y posteriormente
lavados en medio de fertilizacion TBM (Tris Buffer Medium), compuesto por NaCl 113.1
mM, KCI 3 mM, CaClz 2 H20 7.5 mM, Tris 20 mM, glucosa 11 mM, y piruvato de sodio
5 mM y adicionado con 0.4% de albumina de suero bovino (BSA) y 2.5 mM benzoato
de cafeina. Se colocaron 50 ovocitos aproximadamente, por tratamiento en cajas

multipozos con 500 pL de medio TBM y cubiertos con aceite mineral.

Para realizar la FIV, se emple6 una muestra de semen de una granja de
inseminacién porcina local; extraida mediante la técnica de mano enguantada. El
semen fue diluido con un diluyente comercial (Vitasem) a 16°C, y transportada de 16-

24°C en maximo 2 h.

De la muestra de semen se evalu6 movilidad, cuyo valor minimo fue del 80%.
Se tomaron 5 mL de semen y se diluyé en 5 mL de DPBS (Dulbeco Phosphate Buffer
Solution), suplementado (0.1 g/L CaClz anhidro, 100 pg/ mL penicilina, 75 pg/ mL
estreptomicina y 0.1% de albumina sérica bovina (BSA) a un pH de 7.2. Esta
suspension, fue centrifugada tres veces: la primera, a 61 x g por 5 min, de la cual se
tomaron 5 mL del sobrenadante y nuevamente fue centrifugada dos veces mas a 1900
X g por 5 min, cada una con 5 mLy 10 mL de DPBS, respectivamente. El paquete

celular se diluyo en 100 uL de TBM y posteriormente se realiz6 la cuenta espermatica.
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En una caja de 4 pozos se colocaron 50 ovocitos en TBM, para que
posteriormente fueran agregados los espermatozoides cuya concentracion final fue de
5 x 10° espermatozoides por mL, incubados durante 6 hr en las mismas condiciones
que la MIV. Una vez transcurrido este tiempo, se lavaron e incubaron con medio de
desarrollo embrionario NCSU-23 (North Carolina State University-23) suplementado
con 0.4% BSA en un volumen de 500 pL, respectivamente por 144 h. Finalmente se

lavaron con PBS Yy tifieron para evaluar viabilidad y formacién de pronucleos.

Evaluacion de la FIV

El proceso de fertilizacion fue evaluado mediante la tincion con MTT y Hoechst,
antes descrita. Para la evaluacion de la fertilizacion se consideraron los siguientes
criterios donde los ovocitos con un pronucleo (PN) era considerados activados; con

dos PN como cigoto y con tres o mas PN, polispérmico (Fig 7).

Figura 7. Cigotos tefiidos con Hoechst: a) Activado, b) Fertilizado y c) Polispérmico
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Evaluacion del desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario fue evaluado bajo el microscopio invertido (Olympus
Optical), después de transcurridas 192 h de la co-incubacién. Se consideraron como
divididos aquellos embriones que se encontraban en 2,4, 8 y 16 blastdbmeros asi como
las morulas, blastocistos y no divididos a los ovocitos madurados con presencia de un

cuerpo polar (Fig 8.).

2 Células 4 Células

Figura 8. Evaluacion morfolégica del estado de los embriones y la division celular.
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Analisis de Resultados

La concentracion letal 50 (CLso) y la Concentracion de la Inhibicion de la
Maduracion 50 (CIMsp) se obtendran a partir de una regresion no lineal.

Para determinar el efecto de PFOS en la fertilizacion y el desarrollo embrionario
se empleara el coeficiente de correlacion de Spearman y ANOVA seguido de

un analisis estadistico paramétrico de Tukey-Kramer.
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Resultados

Efecto del DMSO en la viabilidad y la maduracion de ovocitos
expuestos durante la MIV (44 h)

Para evaluar el efecto del diluyente (DMSO) en ovocitos expuestos durante la
MIV, se trabajo en el rango de concentraciones de 0 (control), 0.03, 0.06, 0.12 y 0.25%
de DMSO equivalentes a las concentraciones de 0 (control), 6.2, 12.5, 25y 50 uM del
PFOS.

Los porcentajes de viabilidad fueron normalizados considerando al control como
100%. Las concentraciones de DMSO al 0.03, 0.06, 0.12 y 0.25% presentaron una
viabilidad del 90, 96, 100 y 104% respectivamente. El Coeficiente de Correlacién de
Pearson indic6 que ninguna de las concentraciones de DMSO tuvo efecto en la

viabilidad de los ovocitos expuestos durante la MIV (r=0.31; p>0.05) (Fig 9.).
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Figura 9. Efecto del diluyente en la viabilidad de los ovocitos expuestos durante 44
h. Los datos se presentan normalizados para cada ensayo, con una regresion no
lineal (N=3 con 379 ovocitos entotal; r= 0.31; p>0.05).
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El diluyente no afectd el proceso de maduracién en los ovocitos expuestos
durante la MIV en las diferentes concentraciones utilizadas. Los porcentajes de
maduracion fueron 100, 145, 96, 101 y 86% para el control y las concentraciones de
0.03, 0.06, 0.12 y 0.25% de DMSO, respectivamente. El Coeficiente de Correlacion de
Pearson reveld que no se presentd una respuesta concentracién-dependiente en la
maduracion con el tratamiento de DMSO (r= -0.24; p<0.05) (Fig 10.).
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Figura 10. Efecto del diluyente en la maduracién de ovocitos expuestos durante 44 h. Los

% Maduracion alas 44 h

datos se presentan normalizados para cada ensayo, con una regresion no lineal (N=3 con
379 ovocitos entotal; r=-0.24; p<0.05).
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Efecto del PFOS en la viabilidad y la maduracion de los ovocitos
expuestos durante la MIV

Las concentraciones que se trabajaron para determinar la ClLso y la ClMso
fueron: 0, 6.2, 12.5, 25 y 50 uM y cuando menos para cada tratamiento se realizd por
duplicado. El promedio de los porcentajes de viabilidad del control fue normalizado al
100%. En las concentraciones de 6.2, 12.5, 25 y 50 uM del PFOS los porcentajes
fueron 122, 103, 61 y 0% respectivamente.

La CLso fue de 31 uM del PFOS. Se observé que conforme se incrementé la
concentracion, conforme disminuy6 el porcentaje de ovocitos viables. El Coeficiente
de Correlacion de Pearson mostré una respuesta concentracion-dependiente (r=-0.63;
p<0.05). La prueba de ANOVA indicé diferencias significativas entre las

concentraciones de 25 y 50 pM con respecto al control (Fig 11.).
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Figura 11. Efecto del PFOS en la viabilidad de los ovocitos expuestos durante el periodo de
maduracion (44 h). La viabilidad es afectada a una concentracion de CLg,=31 uM Los datos
se muestran normalizados, con una N=6 con 476 ovocitos en total; r=-0.63; p<0.05
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La maduracion de los ovocitos expuestos al PFOS, disminuyd de manera

concentracion-dependiente conforme se incremento la concentracion.

Los porcentajes de maduracion fueron 100, 61, 31, 4 y 0% al emplear las
concentraciones de PFOS de 6.2, 12.5, 25 y 50 uM respectivamente. El Coeficiente de
Correlacion de Pearson indic6 una relacion entre el incremento de la concentracion y

la disminucion en los porcentajes de maduracion (r= -0,83; p<0.05).

La ecuacion del grafico determiné la CIMso que fue de 9 uM. La prueba de
ANOVA indicé, que las concentraciones de 25 y 50 pM mostraron diferencias
significativas con respecto al control, entre ellas y con el resto de las concentraciones

empleadas (Fig 12.).
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Figura 12. Efecto del PFOS en la maduracion de ovocitos expuestos durante 44 h. La

CIMg, fue de 9 UM Los datos se presentan normalizados, con una N=6 con un total de
476 ovocitos r=-0.83: p<0.05.
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Efecto del DMSO y de las concentraciones subletales del PFOS
sobre la viabilidad y la FIV en ovocitos expuestos durante la MIV

Para evaluar el efecto del DMSO sobre la FIV se utilizaron concentraciones
subletales que corresponden a las empleadas como diluyente cuando se determino el
efecto del PFOS (2, 4y 8 uM) en la FIV.

Las concentraciones de DMSO utilizadas fueron 0, 0.01, 0.02 y 0.04%. El
promedio de los porcentajes de viabilidad de los cigotos en el grupo control fueron
normalizados al 100%. En todas las concentraciones se observo el 100% de
viabilidad. Por lo que se determin6 que el DMSO no afectd este parametro a las 62 h

de incubacion.

La Correlacion de Pearson indicé que no hubo una relacion entre la

concentracion de PFOS y la viabilidad de los cigotos (r= 0.00; p<0.05) (Fig 13.).
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Figura 13. Efecto del diluyente en la viabilidad de los cigotos 18 h
después de haber retirado el DMSO. Los ovocitos solo fueron expuestos al
diluyente durante las 44 h de MIV y posteriormente fueron fertilizaron. Los
datos se presentan normalizados (N=4; r= 0.00, con un total de 282
ovocitos evaluados en total; p<0.05).
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Los porcentajes de FIV evaluados 18 h después post-incubacion, no disminuyeron en
ninguna de las concentraciones del diluyente con respecto al control. El promedio de
los porcentajes de formacion de prondcleos fueron 100, 101, 88 y 100,
respectivamente para cada una de las concentraciones antes mencionadas. La

correlacion de Pearson no indicé una relacion concentracién-dependiente (r= -0.05;

p<0.05, Fig 14.).
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Figura 14. Efecto del DMSO en el porcentaje de cigotos, en
ovocitos expuestos durante la MIV (44 h), (N=4; con un total de
282 ovocitos evaluados; r= -0.05; p<0.05). Los datos se
presentan normalizados.

Con la finalidad de observar si el diluyente modificaba los porcentajes de
maduracion 18 h post-inseminacién se evaluaron los porcentajes de cigotos y de

ovocitos en MII.
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El DMSO no afecté los porcentajes de ovocitos madurados después de las 62
h de incubacion. Los porcentajes de ovocitos madurados fueron 100, 102, 90 y 96%

para las concentraciones de 0, 0.01, 0.02 y 0.04% de DMSO respectivamente. La
Correlacion de Pearson no indico una relacion con la concentracion y el porcentaje de

ovocitos maduros (r= -0.35; p<0.05, Fig 15.).
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Figura 15. Efecto del DMSO en el numero de ovocitos
madurados, expuestos durante la MIV al diluyente. (N=4; con
282 ovocitos evaluados en total; r= -0.35; p<0.05). Los datos se
presentan normalizados.

Las concentraciones del PFOS utilizadas para evaluar el efecto en la FIV fueron
0, 2,4y 8 uM. Para ello se evalud en el cigoto de manera simultdnea la viabilidad y la
formacion de pronucleos (FIV) en ovocitos expuestos durante la MIV.
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El PFOS no afecto6 los porcentajes de viabilidad en los cigotos a las 62 h de
incubacion, de las cuales sd6lo 44 h corresponden a la exposicion al PFOS en el medio

de cultivo a concentraciones subletales de 2, 4 y 8 uM.

El promedio de los porcentajes de viabilidad para cada una de las
concentraciones (0, 2, 4, y 8 uM) fueron 100, 82, 92 y 96% respectivamente. La
Correlacion de Pearson no indicé una relacion entre las concentraciones y con

respecto al control (r=-0.14; p<0.05, Fig 16).
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Figura 16. Efecto del PFOS en la viabilidad de los cigotos, de
ovocitos expuestos en la MIV. Los datos se muestran normalizados
(N=8, con 710 cigotos evaluados entotal; r=-0.14; p<0.05).

En la fertilizacion los resultados obtenidos del PFOS indicaron que el numero

de cigotos no fue afectado por las concentraciones subletales empleadas, en ovocitos
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expuestos durante la MIV. La correlacion de Pearson, no indicé una relacion entre las
concentraciones del PFOS y el nimero de cigotos obtenido (r= 0.05; p<0.05, Fig 17.).
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Figura 17. Efecto del PFOS en la formacién de prondcleos, en
ovocitos expuestos en la MIV. Los datos se muestran
normalizados (N=8; con 710 cigotos entotal; r= 0.05; p<0.05).

Los porcentajes de maduracion (ovocitos en MIl + fertilizados) fueron evaluados
a las 62 h durante el andlisis de la FIV. EIl PFOS modifico los porcentajes de

maduracion después de 62 h de incubacion.

La maduracién a las 62 h en las concentraciones de 0, 2, 4 y 8 uM fue de 100,
86, 81 y 97% respectivamente. La correlacion de Pearson no indicé diferencias

34



= = =
o N IN
o o o
1 1 1

80

60

40 1

204

% Maduracién alas 44 h

Control 6.2 12.5

PFOS (uM)

Figura 18. Efecto del PFOS en la maduracion evaluada a
las 44 h. Los datos se muestran normalizados (N=6; con
322 ovocitos entotal r=-0.93; p<0.05).
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Figura 19. Efecto del PFOS en la maduracion evaluada
después de la FIV (18 h). El PFOS no estuvo presente en la
FIV. Los datos se muestran normalizados (N=8; con 710
cigotos entotal r=-0.02; p<0.05).
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Efecto del DMSO y de las concentraciones subletales del PFOS
sobre el DE en ovocitos expuestos durante la MIV

Para evaluar el efecto del DMSO y del PFOS en el DE, se utilizaron las

concentraciones subletales empleadas anteriormente.

El promedio de los porcentajes de DE en el grupo control fueron 100, 133, 111
y 124% respectivamente. La Correlacion de Pearson no indicé diferencias

significativas entre las concentraciones y con respecto al control en los divididos
(r=0.11; p>0.05) (Fig 20.).
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Figura 20. Efecto del DMSO en el porcentaje de embriones
obtenidos, de ovocitos expuestos al diluyente en la MIV (N=5;
460 ovocitos evaluados en total r= 0.11; p>0.05). Los datos se
muestran normalizados.
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En la figura 21 se muestra que la exposicion de los ovocitos al PFOS durante la

maduracion no afecto el porcentaje de embriones. El Coeficiente de Correlacion de

Pearson no indic6 diferencias significativas entre las concentraciones y con respecto

al control (r= 0.02 (p<0.05).

Control 2 4 8
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Figura 21. Efecto del PFOS en el nimero de embriones
obtenidos, de ovocitos expuestos al PFOS en la MIV (N=6;
con 735 ovocitos en total (r= 0.02; p<0.05). Los datos se
muestran normalizados.
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Discusion

La presencia de diversos compuestos xenotoxicos en el ambiente han alterado
la salud reproductiva de los organismos provocando infertilidad o subfertilidad, tanto
en humanos como en animales de vida silvestre (Vélez et al., 2015; Whitworth et al.,
2012) lo cual repercute sobre la maduracion de los gametos, la fertilizacion, el
desarrollo embrionario (Governini et al., 2011; Reiner, et al., 2009) y el crecimiento de
las crias (Fei et al., 2007). Por ello la importancia de estudiar el efecto de uno de los
PFCs méas ampliamente utilizado en la industria y presente en el ambiente. El PFOS
ha sido cuantificado en diversos fluidos y su presencia esta relacionada con
alteraciones neuroendocrinas y citotoxicidad celular. El efecto o dafio provocado en
los organismos depende de la especie, la edad, la concentracién, el sexo, y el tiempo

de exposicidn, asi como también de las técnicas empleadas para evaluar el efecto.

Se ha documentado que la presencia del PFOS o de los PFCs es relevante en
el fluido folicular, ya que a una concentracién de 0.015 y 0.03 uM respectivamente,
ocasiona problemas de fertilidad, pues compromete el desarrollo del ovocito y por ende
la capacidad de este para lograr un embrion viable. Estos hallazgos han sido
reportados en mujeres de paises desarrollados, donde la exposicion a diversos
compuestos xenotéxicos es alta (Governini et al., 2011; Petro et al., 2014). Sin
embargo, los resultados hasta este momento concernientes a la maduracién de
gametos en hembras son controversiales, pues no existen mas estudios in vitro con
los cuales puedan ser comparados, aunque se ha visto que en mamiferos los PFCs
alteran los niveles de hormonas esteroides, la maduracion de los espermatozoides e

influyen en la integridad del DNA (Joensen et al., 2013; Nordstrom et al., 2009).

En este caso el modelo in vitro permite conocer el impacto del PFOS en el
ovocito, sin embargo, la respuesta obtenida in vivo puede ser diferente, debido a la

interaccién entre los diferentes érganos.
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Efecto del DMSO en ovocitos porcinos expuestos durante la MIV
(44 h), sobre la viabilidad, la maduracion nuclear, la FIV y el DE

El DMSO fue empleado como diluyente para el PFOS, ya que solo puede ser
diluido en algunos solventes orgénicos, pero no en agua. Ademas, el DMSO permite
el ingreso del PFOS al ovocito ya que puede atravesar la membrana celular y de esta
manera asegura su paso hacia el interior de la célula. Por lo anterior, fue necesario
realizar algunos ensayos para descartar posibles efectos del DMSO en la viabilidad, la
maduracion nuclear, la FIV y el DE de los ovocitos expuestos durante la MIV, esto
permitié saber si podia ser utilizado para tales fines.

En este trabajo el resultado de los procesos estudiados antes mencionados, se
pueden atribuir inicamente por la exposicién al PFOS y no al DMSO ya que al evaluar
el efecto del diluyente a las concentraciones proporcionales trabajadas para evaluar al
PFOS no arrojaron datos de efecto. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado
por Campagna et al., 2001, quienes indicaron que el DMSO al 0.1 % no tiene
repercusiones en la maduracion, la fertilizacién y desarrollo embrionario, aunque en

este trabajo se utilizé hasta una concentracion de 0.25% sin encontrar algun efecto.

Efecto del PFOS en ovocitos porcinos expuestos durante la MIV
(44 h) sobre la viabilidad y la maduracién nuclear

La viabilidad de los ovocitos expuestos al PFOS durante la MIV resulté afectada,
de una manera concentracion-dependiente, es decir, que conforme se incremento la
concentracion del PFOS disminuy6 el nimero de ovocitos vivos, asi se determiné que
la CLso fue de 31 uM. Esta concentracion es similar a la reportada en estudios in vitro
por Dominguez, 2014 y Teteltitla, 2014. Sin embargo, es importante sefialar que esta
concentracion es muy similar a la encontrada en plasma en trabajadores expuestos
(26 puM) (Hansen et al., 2001; Slotkin et al., 2008), lo anterior indica que esta

concentracion es relevante para sistemas vivos y que estudios in vitro pueden ser un
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modelo para develar los efectos y posibles mecanismos de accion en organismos
expuestos a este perfluorado. In vivo, se ha documentado, que los PFCs pueden
actuar como disruptores endocrinos, de tal manera que comprometen la homeostasis
hormonal y por lo tanto los procesos en los que intervienen, como la funcién del eje de
regulacion hipotalamo-hipéfisis-ovario, que al ser alterado repercute sobre la
produccion, diferenciacién, crecimiento, desarrollo y maduracion de foliculos y
ovocitos, asi como la subsecuente fertilizacion y posterior desarrollo embrionario
(Austin et al., 2003; Jensen y Leffers, 2008; Zhao et al., 2010). La funcionalidad de las
células de la granulosa depende del estimulo hormonal inducido por la LH, que va a
desencadenar una via de sefializacion estimulada por las frecuencias de Ca*?, aunado
a la sintesis de cinasas dependientes de ciclina B o bien las proteinas MAPK (las
MAPK tienen actividad tanto en el ndcleo como en el citoplasma e intervienen con
proteinas del citoesqueleto), que son proteinas indispensables para la activacion del
MPF y por consiguiente el GVBD, asi como su progreso hacia la Ml hasta a la Mll
(Hurk et al., 2005; Sasseville et al., 2009).

Con respecto al efecto observado in vitro en la maduracion nuclear, la
concentracion de 9 uM inhibié la maduracion en el 50% de los ovocitos analizados. Al
igual que en la viabilidad, la maduracion tuvo un efecto concentracion dependiente.
Estos resultados son semejantes a los obtenidos por Teteltitla, 2014 quién indicé que
la maduracién se inhibié a una concentracién menor que la CLso en ovocitos expuestos
al PFOS. Lo anterior indica que el proceso de maduracién nuclear es mas sensible a
concentraciones menores del PFOS que la encontrada para la CLso.Es posible que
esta inhibicion suceda por causas multifactoriales por ejemplo la interacciéon del PFOS
con proteinas o factores importantes para el reinicio de la meiosis y no por la muerte
del ovocito (Santos et al., 2014). Ademas se sabe que el PFOS a concentraciones de
6.2 y 8 uM bloquea las uniones comunicantes (Dominguez, 2014; Hu et al., 2002;
Upham et al., 1998), y en la MIV la comunicacion entre las células del cumulo, vy el
ovocito son las responsables del paso de diversos metabolitos que pueden influir en el

reinicio o la inhibicidon de la meiosis. Aunque se sabe que cuando las uniones
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comunicantes son interrumpidas se reinicia la meiosis (Abramovich et al., 2004) se ha
sugerido gque si esta interrupcién sucede durante las primeras 4 horas de maduracion,
puede comprometerse el proceso final de la meiosis (Santiquet et al., 2012; Sasseville
et al., 2009). Es posible que en este caso la inhibicion de la meiosis se deba a un
desequilibrio en la homeostasis del Ca*? ya que se ha reportado que el PFOS provoca
alteraciones en el metabolismo de este ion (Harada et al., 2005; Kleszczynski and
Skladanowski, 2011), cuyo flujo, a través de los canales tipo-L es esencial en la

maduracioén del ovocito.

Ademas, el Ca*?también ésta relacionado con la actividad mitocondrial y la
reorganizacion del citoesqueleto por lo cual seria conveniente analizar como se
encuentran estos componentes celulares durante la MIV y en presencia del PFOS, ya
que la mitocondria es de vital importancia para el aporte energético y el correcto
restablecimiento del huso es necesario para la reorganizacion de los cromosomas. Las
seflales antes mencionadas son inducidas por segundos mensajeros, iones y
hormonas que convergen en vias de sefializacion complejas, ya que activan también
a otras proteinas como proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC), adenilato
ciclasa (AC) y la fosfolipasa C (Hurk et al., 2005) que tal vez pudieran también verse
comprometidas por la presencia de diversos compuestos PFCs. Otra opcién es que la
actividad de la ciclina B y las oscilaciones de Ca*? pudieran ser un posible mecanismo
de accion mediante el cual se pueda explicar el efecto del PFOS en la inhibicion de la
maduracion nuclear. Por todo esto, resulta dificil atribuir un solo mecanismo para

explicar como el PFOS retrasa la maduracion.
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Efecto del PFOS en la FIV, en ovocitos expuestos a concentraciones
subletales durante la MIV

La fertilizacion es un proceso complejo, y el éxito de ésta depende de la
calidad del ovocito para completar tanto la maduracion nuclear como la citoplasmatica,
al llevarse a acabo éstas, el cigoto contara con las herramientas necesarias para poder
llevar a cabo el bloqueo de la polispermia, la formacion de los pronucleos y la
distribucion de los organelos en el citoplasma, sin embargo, estos eventos pueden

verse comprometidos por la presencia de diferentes sustancias.

Al evaluar el efecto del PFOS en la FIV de ovocitos madurados en su presencia,
se observd que éste no afectd los porcentajes de cigotos obtenidos a las

concentraciones empleadas, que corresponden a ¥ de la CIMso y mayores a esta.

Los resultados de FIV mostraron que ovocitos madurados a partir de 8 pyM
tuvieron un 98% de éxito en la fertilizacion lo que contrasta con resultados obtenidos
en MIV, donde ovocitos madurados en concentraciones desde 6.2 pM soélo
presentaban un 32% en Ml y el resto el GV. Al respecto, se puede suponer que la
presencia del PFOS en el medio de maduracion provocé un retraso en la misma, ya
gue al comparar entre los ovocitos madurados en presencia de PFOS durante 44 h, y
los fertilizados, (el PFOS se retird durante la FIV), los porcentajes de fertilizacion fueron
mayores a los esperados. Esto pudiera ser porque los ovocitos detenidos durante la
maduracion (44h) en M, durante la FIV tuvieron un margen para lograr el estadio de
MIl ya que se ha reportado que el paso de Ml a MIl puede suceder en un lapso de en
4 h (Sasseville et al., 2009) tiempo suficiente puesto que el proceso de co-incubacion
con los espermatozoides es de 6 h. Sin embargo hay que aclarar que los ovocitos que
reanudaron la meiosis tuvieron que haber llegado al menos a MI, ya que en el modelo
porcino esta bien documentado que en el periodo de maduracién (44 h), es necesario

un periodo de 18 h en el que ocurre la sintesis de proteinas para que suceda el GVBD.
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En este estudio, durante la MIV el PFOS parece haber afectado la maduracion
nuclear de manera reversible, ya que de acuerdo a los datos de la FIV, se reanudo la
maduracion para concluir en fertilizacion. Esto es posible ya que se ha reportado que
el efecto del PFOS como inhibidor de uniones comunicantes, a las concentraciones
trabajadas, es reversible desde la media hora de haber sido eliminado del medio (Hu,
et al 2002, Upham et al., 1998).

Es necesario realizar mas ensayos para determinar si la presencia del PFOS
también pudiera alterar la maduracion citoplasméatica de manera reversible, ya que en
este estudio los datos sefialan que no se afectaron ambos pardmetros cuando el PFOS

estuvo presente 44 h en la MIV.

Los resultados observados en este trabajo contrastan con los reportados
en la literatura pues se hace mencion de que los ovocitos expuestos a los PFCs en
condiciones in vivo afectan la calidad del ovocito antes, durante y después de la FIV,
asi como el DE (ambos in vitro). En este trabajo se reporta que la concentracion de
PFOS a 9 uM sdlo afect6 la maduracion nuclear, mientras que en 8 uM el porcentaje
de la FIV y DE no se ven alterados. Esto es similar a lo reportado por Petro et al., 2014,
quienes mencionan que los porcentajes de FIV y DE obtenidos in vitro, en ovocitos
gue estuvieron expuestos al PFOS en condiciones in vivo fueron altos. Sin embargo,
otros hallazgos sefalan que la fertilizacion puede verse comprometida, debido a la
disminucién en la calidad de los ovocitos, obteniendo bajos porcentajes de fertilizacion
y desarrollo embrionario, no obstante los resultados pueden ser controversiales ya que

el modelo de estudio y técnicas empleadas varia entre las investigaciones.

Por otro lado, estudios en roedores expuestos a los PFCs durante el
apareamiento, sefiala que el nimero de la camada disminuyd y que la maduracion
sexual de las crias se ve retrasada (Hinderliter, et al. 2005). Al respecto varios estudios

mencionan que la exposicion a los PFCs ocasiona una subfertilidad en mujeres,
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reduciendo de esta manera la fertilidad femenina (Governini et al., 2011), por lo que el

presente trabajo describe un posible mecanismo a lo anterior.

Efecto de concentraciones subletales del PFOS en el desarrollo
embrionario en ovocitos expuesto durante la maduracion in vitro

El DE desarrollo embrionario de ovocitos expuestos a PFOS durante la MIV, no
fue afectado, pues el porcentaje de embriones obtenidos no fue diferente con respecto
al control y entre las concentraciones analizadas. Esto es diferente a lo esperado, pues
existia la posibilidad de que los ovocitos expuestos al PFOS durante la MIV, sufrieran
algun dafio que les impidiera una vez alcanzada la etapa de cigoto, lograr dividirse, sin
embargo, al no verse comprometida la FIV tampoco lo fue el desarrollo embrionario.
Estos resultados contrastan con lo reportado en la literatura que menciona que la
exposicion a diferentes PFCs ocasiona una disminucién en los porcentajes de
desarrollo embrionario (Governini et al., 2011), sin embargo, habria que determinar si
se debe a una sensibilidad de especie o algun otro factor intrinseco del modelo por

ejemplo la edad de las hembras, problemas hormonales etc.

Por otro lado, hallazgos respecto a la exposicion durante el apareamiento y la
gestacion en roedores y humanos, se determind que al proseguir el desarrollo y
culminar el parto existian anormalidades en los fetos y los neonatos asi como
alteraciones en el tiempo gestacional al grado de provocar la muerte de las crias (Fei
et al., 2007; Hinderliter, et al. 2005; Reiner, et al., 2009). Es posible que las diferencias
encontradas en los resultados con respecto a la literatura quizas se deban al tipo de
muestreo, la especie, las técnicas empleadas para el analisis o la variabilidad genética,
ya que algunas de ellas no pueden ser controladas. Ademas en este trabajo la
exposicién al PFOS solamente sucede durante la maduracién del ovocito mientras que

en algunos de los otros modelos la exposicion es permanente, es decir durante la
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maduracion, fertilizacion y DE, sin tomar en cuenta que en condiciones in vivo es
posible que ambos gametos hayan estado expuestos al perfluorado desde su génesis.
Sin embargo, con este estudio es posible determinar que la exposicion del PFOS, si
sucede en un cierto rango de concentraciones y no es sostenida por largos periodos,
sus efectos son reversibles, es posible que los organismos tengan la oportunidad de

detoxificar y llevar a cabo los procesos reproductivos de manera adecuada.
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Conclusioén

La exposicion a diversos compuestos xenotoxicos, pueden alterar el proceso de
maduracion de los gametos. El presente estudio permiti6 determinar que el PFOS
afecta la viabilidad y la maduracion de los ovocitos expuestos durante la MIV a una
concentracion de CLso 31 pM y CIMso 9uM, respectivamente siendo mas susceptible
de dafio la maduracion a una concentracion menor, con respecto a la viabilidad, en
donde existe una respuesta concentracidn-dependiente para ambos procesos

estudiados

En cuanto a los efectos observados en la FIV y el DE, el PFOS no afecta estos
procesos a concentraciones subletales (2, 4 y 8 uM), al respecto, se especula que los
dafios ocasionados durante la MIV, podrian ser reversibles, ya que no se alteraron los
porcentajes de cigotos y embriones. Sin embargo, habria que realizar méas estudios al
respecto y analizar el porcentaje de ovocitos maduros que se pudieran obtener a las
62 h de maduracién, 18 h después de retirar el PFOS. Con estos datos, se podria
afirmar si el PFOS retrasa o inhibe la maduracién de los ovocitos, expuestos durante

el periodo de maduracion in vitro.
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