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1. Resumen

En los dltimos afios se ha registrado una alta incidencia de problemas de fertilidad y
defectos en el desarrollo sexual masculino, que podria estar relacionado a la
contaminacion ambiental. El desarrollo embrionario y fetal comprende una serie de
eventos importantes para la formacion de un nuevo individuo, siendo un periodo
susceptible a agresiones quimicas por contaminantes. El sulfonato de perfluorooctano
(PFOS), es un contaminante ambiental que en el humano ha sido detectado en suero
sanguineo, liquido amnidético, sangre del cordon umbilical y diferentes 6rganos como
higado, rifidn y en pequefias concentraciones en testiculo y cerebro. Tanto el humano,
como muchas otras especies animales estan expuestas a PFOS desde etapas tempranas
del desarrollo embrionario. En el varén se ha descrito que PFOS altera la proporcion de
espermatozoides normales, disminuye la concentracion espermatica y altera la
concentracion de hormonas sexuales. Sin embargo, actualmente no existen estudios que
describen las alteraciones en el individuo macho causadas por la exposicion a PFOS
durante la gestacion, por lo que en, este trabajo se utiliz6 un modelo murino, para evaluar
las alteraciones en el crecimiento, desarrollo sexual y calidad espermatica de ratones
macho expuestos a PFOS durante el desarrollo fetal. Se obtuvieron ratones hembra
gestantes de la cepa CD-1, a las cuales se les administré una dosis de PFOS (5 mg/kg/dia)
por via intraperitoneal en las etapas 10.5, 12.5 y 16.5 dpc, que abarcan el periodo de
gametogénesis gestacional en las crias. Demostrando que la exposicion gestacional a
PFOS puede alterar patrones morfométricos en la descendencia masculina como la talla
y la distancia anogenital, ademas, en ratones de 90 dias se encontraron alteraciones en
la viabilidad, movilidad y concentracion espermatica. y aunque no afecta la capacidad
reproductiva, se encontré una disminucién en el nimero de crias, que puede ser explicada

por la afectacién en la calidad espermatica.



2. Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

ALC Células de Leydig Adultas

CG Cresta Gonadal

PLC Células Progenitoras de Leydig
CGP Células Germinales Primordiales
CGT Células Germinales Testiculares
dpc Después del coito

dpp Después del parto

E Estadio

FSH Hormona foliculo estimulante

ILC Células de Leydig Inmaduras
INSL3 Factor 3 similar a la Insulina

LH Hormona luteinizante

LHR Receptor de la Hormona luteinizante
CPF Compuestos perfluorados

PFOS Sulfonato de Perfluorooctano
OMS Organizacion Mundial de la Salud
SDT Sindrome de Disgenesia Testicular
SSC Células Madre Espermatogoniales

T Testosterona



3. Introduccion.

Durante las ultimas 5 décadas, las estadisticas indican un incremento dramético en
relacidn con trastornos reproductivos masculinos humanos [1]. Actualmente, se estima
que del 30 a 40% de los casos de infertilidad son atribuibles a problemas con el varon.
Se ha documentado que, en etapa reproductiva, donde de 2 a 8 de cada 100 hombres
presentaran un problema de subfertilidad [2]. Dichos trastornos pueden relacionarse
con algunos padecimientos como son la criptorquidia e hipospadias, asi como en
varones adultos jévenes (espermatogénesis deteriorada y cancer de células
germinales testiculares (TGCC), entre otros. Se ha planteado como hipotesis que estos
trastornos son entidades subyacentes asociadas con la aparicion del sindrome de
disgenesia testicular (SDT) [1], con un origen comun en la vida fetal, quizas
relacionado con deficiencias sutiles en la produccion o accién de andrégenos fetales
(testosterona) o el descontrol en algunas vias de diferenciacion [3]. La motivacion
original para esta hipotesis fue el descubrimiento de que el TGCC que ocurre en
hombres jovenes, surge debido a una falla de las Células Germinales Fetales

(gonocitos) para diferenciarse normalmente [3].

Se ha indicado que el TGCC representa el 98% de todas las neoplasias malignas
testiculares [4]. Tanto la criptorquidia como las hipospadias son defectos que afectan
a los recién nacidos varones. En México, hasta la fecha no se cuenta con estudios
epidemiolégicos contundentes; aunque a nivel mundial se reporta entre 1.6% y 9%, de
acuerdo con estudios prospectivos en nifios a término, respectivamente [4]. La
frecuencia de SDT sigue siendo en gran medida desconocida debido a su complejidad.
Se sospecha que el estilo de vida y factores ambientales pueden desencadenar
problemas de diferenciacion. Ademas, polimorfismos genéticos, asi como otras
aberraciones, pueden dar lugar a que ciertas personas sean particularmente
susceptibles a posibles alteraciones que tengan origen por la exposicion a

disrupciones endocrinas [1].



3.1 Histo-anatomia del testiculo

El testiculo es la gbénada masculina encargada de la produccién de gametos
(espermatozoides), y de la esteroidogénesis (sintesis de hormonas esteroideas
masculinas). Ambos procesos se llevan a cabo en dos compartimentos que se
diferencian morfolégica y funcionalmente entre si. EI compartimento tubular (tubulos
seminiferos) y el compartimento intersticial (intersticio) que se encuentra entre los
tubulos seminiferos. Como se muestra en la figura 1, estos compartimentos estan
conectados entre si, ya que ambos intervienen en la produccion normal del esperma.
La funcion del testiculo y sus compartimentos se controlan por el hipotdlamo y la

glandula pituitaria [5].
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Figura 1. Esquema general del testiculo y corte transversal del tubulo seminifero (Modificado de: Duarte, 2012).
Muestra las principales estructuras anatomicas de este organo.

El compartimento intersticial contiene a las células de Leydig, las cuales sintetizan la
testosterona testicular y el Factor 3 Similar a la Insulina (INSL3) [5]. También cuenta
con células, del sistema inmune como macrofagos y linfocitos, vasos sanguineos y
linfaticos, nervios, fibroblastos y tejido conectivo laxo. EI compartimento tubular

representa alrededor del 60-80% del volumen testicular total. En su interior se



encuentran las células germinales y dos tipos de células somaticas (células
peritubulares y células de Sertoli). El testiculo se divide por tabiques de tejido conectivo

en aproximadamente 250-300 lobulillos [5].

Las células peritubulares recubren a los tubulos seminiferos junto con la membrana
basal y una capa de colageno. Estas células se estratifican alrededor del tabulo y
forman capas concéntricas que estan separadas por las capas de colageno. Producen
varios factores que intervienen en la contractilidad celular y secrecion de la matriz

extracelular. [5]

3.2 Células germinales en el ratéon

Durante el desarrollo embrionario las células germinales primordiales (CGP), se
diferencian de las células somaticas por sus propiedades morfologicas siguientes;
tiene forma oval redonda, por lo general presentan un tamafio grande, nucleo grande,
membrana nuclear marcada y tienen numerosas gotas de lipidos en el citoplasma.
Cambian morfolégicamente dependiendo de la fase de migracién en la que se

observan [6].

En ratones, las CGP consisten en una poblaciéon de células presentes en el ectodermo
extraembrionario en E5 [7]. Las CGP entran en mitosis y se detectan en la linea
primitiva entre la alantoides en desarrollo y el saco vitelino en E7 [8]. Alrededor de
E7.75. migran desde el mesodermo alantoideo al endodermo y son trasportados con
células endodérmicas a medida que se alarga el intestino posterior. En E9.5, las CGP
emergen rapidamente de la ldmina basal del epitelio intestinal hacia el mesenterio en
E9.5. En E10.5 alcanzan la pared dorsal del cuerpo y se mueven dorsalmente y en
E11.5 se dirigen a la cresta genital [9]. En el dia 12.5 se inicia la formacion de los

cordones testiculares [10].

La diferenciacion de las CGP consta de tres periodos:



1. CGP: es el tipo primario de células madre indiferenciadas que se diferencian hacia

gametos.

2. Células madre espermatogoniales (SSC) / células madre oogoniales (OSC)

3. Espermatocito / ovocito [11].

Los gonocitos proliferan hasta aproximadamente E13.5. Desde E13.5 hasta el
nacimiento, los gonocitos permanecen en paro mitético, por lo que en esta etapa no
pueden proliferar [12]. Después del nacimiento migran desde el centro del cordon
seminifero hacia la periferia y continban proliferando para formar las células

espermatogoniales [13].

El proceso de espermatogénesis se muestra en la figura 2, esta comienza en el dia 5
posnatal (PND5), los espermatocitos preleptoteno aparecen en el PND9 y los
espermatocitos de cigoteno y paquiteno entre el PDN20 y después del PDN35, cuando
los ratones se aceptan como adultos, las células germinales completas comienzan a

aparecer [14].

Espermatocito Espermatocito Espermatidas Espermatozoides
primario secundario (n) (n)
(2n) (n)

O—Pf—

o
Espermatogonia / \ 0 —

®
\ O—Pf—
=9 "0 ¢

Periodo de Periodo de maduracion Periodo de formacion
crecimiento

Figura 2. Esquema general de la espermatogénesis del raton (Modificado de Luense et al., 2016).



La testosterona es la principal hormona para mantener la espermatogénesis [15]. La
produccion de espermatozoides tiene lugar en el epitelio del tibulo seminifero y se
denomina espermatogénesis. El epitelio seminifero como basal y adluminal consta de
dos partes. La barrera hemato-testicular (BTB) formada por las células de Sertoli
proporciona la division del epitelio del tubulo seminifero en secciones y consta de
conexiones estrechas. Los espermatocitos pasan al compartimento adluminal al
comienzo de la fase preleptoteno de la meiosis y atraviesan BTB. La célula de Sertoli

proporciona lo necesario para que las células germinales maduren [11].

La dltima etapa del espermatogénesis es la espermiogénesis, en esta los
espermatozoides se forman a partir de espermatidas, con elongacion celular,
condensacion del nucleo, formacion de acrosomas y reduccion del citoplasma. Estos
se almacenan en el epididimo para entrar en el proceso de maduracion, que es
necesario para la motilidad y capacidad para fecundar. La maduracion se completa en
el tracto reproductor femenino y se conoce como capacitacion, para que los
espermatozoides adquieran la capacidad de fertilizar los ovocitos y finaliza con la
reaccion del acrosoma, la cual es la fusion del acrosoma y las membranas del ovocito
para permitir la fertilizacion [17]. En el ratdn se sabe que la espermatogénesis inicia
aproximadamente entre los dias 14 - 16 dpp, cada ciclo espermatico tiene una duracion
de 35 dias [8].



3.3 Células de Leydig

La testosterona (T) es la principal hormona para el mantenimiento del tracto
reproductivo masculino y la espermatogénesis. Es producida en el testiculo por las
células de Leydig, los andrégenos a través de sus receptores inducen la diferenciacion
sexual masculina en el feto y la maduracién sexual en la pubertad. Las células de
Leydig se localizan en el compartimiento intersticial del testiculo y constan de un

desarrollo a través de tres etapas de diferenciacion [18].

En el testiculo prepuberal las primeras en aparecer son las Células Progenitoras de
Leydig (PLC) que derivan de las células madre mesenquimales alrededor del dia 14
dp, en el dia 28 dp, estas se diferencian en Células de Leydig Inmaduras (ILC),
aumentan en numero a ~ 13-14 millones por testiculo, por lo regular solo se dividen
una vez entre los dias 28 y 56. Posteriormente, las ILC se diferencian para formar
Células de Leydig Adultas (ALC) en el dia 60, con una poblacién aproximada de 25
millones por testiculo. Conforme las células de Leydig se diferencian, la Hormona
Luteinizante (LH) incrementa la capacidad de produccion de T [12]. En ratas adultas
(90 dias) la produccion de T aumenta 150 veces mas en las células de Leydig en
comparacion con las células progenitoras de Leydig a los 21 dias de edad y cinco
veces mayor que la de las ILC a los 35 dias de edad, estas son abundantes en la
pubertad [19, 20, 21, 22].



3.4 Células de Sertoli

Las células de Sertoli participan en la diferenciacién, desarrollo y funcion de los
testiculos, en la espermatogénesis y en la produccion de proteinas, glicoproteinas
reguladoras, glicoproteinas estructurales, activadores e inhibidores de proteasas que
intervienen en el microambiente de las células madre espermatogoniales. El nimero
de células de Sertoli en los testiculos establecidos antes de la pubertad determina la

magnitud de la produccién de esperma en animales sexualmente maduros [23, 24].

Estas células se localizan en la membrana basal y se extienden a la luz del tibulo
seminifero, pueden considerarse como una estructura de soporte del epitelio germinal.
Tienen lugar durante la diferenciacion morfoldgica, fisiolégica y la maduracion de la
célula germinal hasta el espermatozoide maduro. Alrededor del 35-40 % del volumen
del epitelio germinal esta representado por células de Sertoli. Cada célula de Sertoli
individual esta en contacto morfologico y funcional con un numero definido de
espermatozoides; en los roedores se asocia aproximadamente con 30 a 50 células en

cada etapa del ciclo espermatogénico en el epitelio [5].

En los roedores la proliferacion de Sertoli se produce mayormente en embriones y en
las primeras etapas después del nacimiento. Alrededor del inicio de la pubertad las
células de Sertoli tienen un cambio morfolégico y funcional, marcando un cambio de
un estado inmaduro y proliferativo a un estado maduro, no proliferativo [23]. La division
de las células de Sertoli finaliza cuando las primeras células germinales entran en
division meidtica y ya que han creado uniones estrechas entre si, formando asi la
barrera hemato-testicular. Esta barrera divide al epitelio seminifero en dos regiones: la

region basal y la region adluminal. [5].



3.5 Desarrollo y diferenciacién sexual en los testiculos de ratén

La gonada inicialmente tiene una naturaleza bipotencial, el testiculo y el ovario se
desarrollan a partir del mismo primordio. Estos érganos daran paso al desarrollo de
caracteristicas sexuales secundarias, por ello la determinacién del sexo del embrién
tiene lugar durante el desarrollo de los testiculos y el ovario [25]. En las primeras
etapas del embrion, el sistema urinario y genital estan estrechamente relacionados. En
la etapa indiferente o bipotencial las caracteristicas de desarrollo del sistema
reproductor femenino y masculino son iguales. En este periodo, el embridn tiene
conductos tanto de Wolff como de Miller, que posteriormente se convierten en las

estructuras que determinan las caracteristicas sexuales [11].

El primordio bipotencial de la gbnada se desarrolla a partir de la superficie ventromedial
del mesonefros. Esta estructura se forma como una capa de células epiteliales
celomicas proliferativas. La expresion de la proteina de la region Y determinante del
sexo (SRY) en ratones macho, conduce al desarrollo de los testiculos, comienza al
final de aproximadamente E10.5 dias, alcanza su punto maximo a los 11.5 dias, este
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Figura 3. Esquema general del desarrolio y diferenciacion de las células germmnales y diferenciacion gonadal, en raldn. Al atantoides
Epi, epiblasto, ExE, eclodermo extraembrionano. ICM, masa celulat interna, CPG, células germinales primordsales, Sm. somita, TE
trofectodermo, VE, endodermo visceral (Modificado de Saitou et a/ , 2012)
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pico de expresion activa el gen autosémico Sox9, el cual es precursor de la linea
celular de Sertoli y finalmente se detiene abruptamente a los 12.5, como se muestra

en la figura 3 [26].

Entonces el testiculo produce una sustancia inhibidora de Miuller (MIS) para la
regresion del conducto de Miller [27]. El conducto de Wolff dara origen a la vesicula
seminal, el epididimo, el conducto deferente y el conducto eyaculador, bajo el efecto
de los androgenos testiculares. En ausencia de la expresion de SRY, se producen vias

de desarrollo de los ovarios [28].

La diferenciacion del tracto reproductivo en el macho estd determinada por los
androgenos y la AMH (hormona antimulleriana). Las células de Sertoli producen AMH
gue induce la regresién del conducto de Miller. Estos andrégenos participan en la
diferenciacion del canal de Wolff y las glandulas accesorias y son esenciales para el
desarrollo testicular. La diferenciacién morfol6gica del canal de Wolff ocurre en el E15
en ratones [29, 30]. En hembras, en ausencia de hormonas testiculares y MIS los
conductos de Wolff retroceden (entre los dias embrionarios E14.5 y E16.5) mientras

que los conductos de Miller se mantienen [11].
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3.6 Compuestos perfluorados como contaminantes ambientales y su bioacumulacién

El incremento en los trastornos reproductivos masculinos coincide con un aumento en
la fabricacion de compuestos organicos artificiales de uso industrial, muchos de los
cuales son persistentes y han generado contaminacién ambiental [31, 32]. Por
ejemplo, los Compuestos Perfluorados (CPF) son un grupo de quimicos sintéticos los
cuales estan constituidos por una cadena de carbonos de longitud variable, en donde
los hidrégenos son sustituidos por atomos de flior y poseen un grupo &cido carboxilico,
sulfonato o amida en el extremo de la cadena [33]. Gracias a este enlace carbono-fluor
son altamente estables, resistentes a hidrolisis y a altas temperaturas, por lo cual se
han utilizado desde la década de 1940 en la fabricacion de productos como repelentes
de agua y aceite, lubricantes, productos detergentes, recubrimientos para muebles y

paquetes de alimentos, ceras, espumas de extincion de incendios entre otros [34, 35].

Dada su elevada persistencia en el ambiente, su distribucién global, su potencial
bioacumulacién y su toxicidad, los CPF han sido considerados contaminantes
organicos persistentes por la Convencion de Estocolmo [27]. Esto ha provocado que
la contaminacion ambiental por CPF represente un problema global en la actualidad
[36]. Los CPF ingresan al cuerpo humano a través de la ingestién, la inhalacién y el
contacto con productos de consumo de uso comun. Dentro del organismo se unen a
la aloumina en el torrente sanguineo y hacia el interior de la célula por transportadores
de aniones organicos (OAT) [37, 38].

A pesar de que una fraccion de CPF es eliminada a través de la orina, estos
compuestos se bioacumulan facilmente en diferentes 6rganos como el higado, bazo,
rinones, cerebro, testiculos y ovarios [39, 40, 41, 42]. Ademas, reportes recientes, han
sefialado la presencia de CPF en diferentes muestras bioldgicas incluyendo orina,
plasma seminal, suero y plasma circulante, sangre del cordon umbilical, liquido

amniotico, placenta y leche materna [43, 44, 45, 46].

Particularmente, el sulfonato de perfluorooctano (PFOS), el cual, es una molécula en

la que todos los &tomos de hidrégeno de una cadena de ocho atomos de carbono han
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sido reemplazados por atomos de flior y por un grupo SO3- para formar una estructura
anidnica estable, como se observa en la figura 4. La combinacién con propiedades
organicas e inorganicas hace que las sustancias relacionadas con PFOS sean
altamente eficaces como agentes tensoactivos sobre las superficies (surfactantes) en
una gama de aplicaciones especializadas. Ademas, PFOS resiste la oxidacion, es
inerte, inflamable y estable a cualquier otro tipo de descomposicion, por lo tanto, una
vez liberado al ambiente es persistente. Por cual es el principal CPF utilizado en la
industria [47] [36].

Figura 4. Molécula del sulfonato de perfluorooctano (PFOS)

La Cruz Roja Americana y los Centros para el Control de Enfermedades (CDC)
informan que la exposicién promedio de los estadounidenses a PFOS varia de 0.9
ng/ml a mas de 100 ng/ml [48, 49. 50]. Del mismo modo, se ha descubierto que las
personas que han estado expuestas profesionalmente a los CPF tienen
concentraciones de PFOS de hasta 118,000 ng / ml (235.94 uM), valores que son mas
de 1,000 veces mas altos que las concentraciones mas altas reportadas por la Cruz

Roja Americana y el CDC para la poblacién general de los estadounidenses [51].

En humanos, la vida media de PFOS (3 a 5 afios) observada es especialmente
preocupante porque esto indica que puede acumularse, lo que puede dar lugar a
cargas corporales mas altas, en exposiciones repetidas que podrian, a su vez,

aumentar el riesgo de posibles efectos adversos para la salud [52] incluida la
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disfuncion reproductiva masculina [53]. Se ha encontrado en el plasma seminal del
100% de los hombres en una poblaciéon de Sri Lanka lo que indica que este quimico

puede acumularse en los testiculos [54].

PFOS puede alterar la homeostasis de las hormonas sexuales, y se ha asociado con
la incidencia de reabsorciones fetales y la pérdida de la gestacién en animales de
laboratorio en dosis de 10 mg/kg/dia hasta 20 mg/kg/dia [55, 56]. Por otro lado, un
estudio toxicolégico en poblacion norteamericana demostré que cerca del 100% de
mujeres embarazadas dieron positivo a diferentes contaminantes ambientales, entre
estos PFOS (concentracion sérica de 0.30 — 35.8 ng/mL) [57]. Actualmente se ha
reportado que durante el embarazo la madre puede exponer al feto a ciertos
contaminantes (como los CPF) por los mismos mecanismos por los que los nutrientes

son aportados [58].

Estos datos indican que la contaminacién con PFOS y otros CPF puede ser una
situacion globalizada, pero de manera importante, los organismos en desarrollo
intrauterino podrian estar en contacto con estas moléculas. El aumento en la incidencia
de patologias reproductivas en las ultimas décadas y en la produccién de xenobioticos,
asi como los hallazgos de contaminacién en muestras biolégicas nos lleva a plantear,
la importancia de investigar los efectos de la exposicion a PFOS en desarrollo fetal y
su relacion con defectos en la diferenciacion gonadal y dafio al ADN.

En estudios in vivo realizados en ratas gestantes se observaron lesiones en células
pulmonares ya que las células presentaban lesiones por oxidacion y muerte por
apoptosis, donde se utilizaron concentraciones de 2.0 mg/kg de PFOS [59, 60].

Dominguez et al., 2016 observaron que el PFOS puede afectar negativamente los

pardmetros de viabilidad (concentracion letal 50 = 32 uM) y maduracién (inhibicion de

la maduracion 50 = 22 uM) de los ovocitos porcinos, asi como la viabilidad de las

células del Cumulus [61]. Raemer y colaboradores en 2012 en 256 hombres evaluaron
las concentraciones séricas de PFOS (6.4 — 151 ng/mL) observando una correlacion

positiva de LH con PFOS en plasma [62].
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Chaparro-Ortega y colaboradores en 2018 observaron que PFOS (0.12, 1.2, 12, 120 o
240uM) inhibe la secrecion de hormonas esteroideas en cultivos de células porcinas de
la granulosa y células de la teca, lo que podria afectar las funciones dependientes de
los esteroides sexuales [63]. El &cido perfluorooctanoico (PFOA) causa una produccion
reducida de T en hombres, en testiculo de rata interviene con las enzimas
esteroidogénicas de células de Leydig [64]. Qu y colaboradores en 2018 demostraron
que PFOS tiene una unién més fuerte a los receptores de estrogenos (ER) en humanos
en comparacion con Rattus norvegicus y Trucha arcoiris [65].
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3.7 Trastornos reproductivos masculinos

En los dltimos afios se ha observado un incremento en problemas de fertilidad
masculina, en hombres de entre 15-35 afios. Los trastornos mas frecuentes son:
criptorquidia, hipospadias (presentes desde el nacimiento) alteraciones en la calidad
espermatica y cancer testicular (se desarrollan después de la pubertad). Este ultimo,

ha aumentado entre los hombres jovenes de todo el mundo [3].

Se sabe gue una de las causas de infertilidad idiopatica masculina es el dafio oxidativo
al ADN espermatico puede originar infertilidad en los hombres [66]. En el proceso de
espermiogénesis se da un cambio de histonas por protaminas, junto con ellos la
cromatina es superenrollada (toroides). Conforme los espermatozoides contindan su
camino por el epididimo la cromatina sufre una disminucién, esta compactacion ayuda
a la proteccion contra el asalto exdgeno al ADN espermatico. Sin embargo, adn puede
surgir dafio al ADN. Estudios han comprobado que estos niveles de dafio son mayores

en hombres infértiles, pero también se presentan en hombres fértiles [67].
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3.8 Distancia anogenital (DAG) e indice gonadosomatico

La distancia anogenital (DAG) es un parametro de valoracion que se utiliza en
toxicologia reproductiva para la diferenciacion sexual regulada hormonalmente en
roedores [68]. Es sensible a la exposicion prenatal antiandrogénica en animales. Se
sabe que, en mamiferos incluidos los humanos, los machos tienen una distancia
anogenital notablemente mas larga que las hembras [69]. Estudios recientes utilizan
la DAG para estimar el efecto de las exposiciones a ftalato en el Utero en humanos. Se
ha observado una asociacién negativa entre el indice anogenital y los niveles de
diferentes contaminantes ambientales [70]. Se ha observado un vinculo entre la DAG
y otros efectos sobre la salud reproductiva en los hombres: una DAG mas corta en los
hombres adultos se asocia con una mala calidad del semen y con infertilidad. Por lo
tanto, el acortamiento en la DAG es un reflejo de alteraciones en el desarrollo
embrionario debidas a un desbalance en los niveles de andrégenos [71].

Uno de los primeros signos tangibles de la pubertad es un crecimiento acelerado de
las gbnadas en ambos sexos. Hasta la pubertad, el crecimiento gonadal y somatico
muestran un ritmo similar (crecimiento alométrico), es decir, el indice gonadosomatico
(IGS, gonada peso expresado como tanto por ciento del peso corporal total) es
normalmente pequefio y constante. En la pubertad, comienza una fase de crecimiento
superalométrico de la gbnada, las gonadas crecen mas rapido que otros 6rganos / el

resto del cuerpo y por lo tanto aumenta el IGS [69, 70].
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4. Antecedentes.

Los modelos animales y la evidencia epidemiolégica en humanos han revelado que
las deficiencias en el control hormonal pueden influenciar el desarrollo de TDS, por
ejemplo, la deficiencia produccion de hormonas esteroideas, la represion de la
expresion de RA 'y la exposicion a disruptores endocrinos se atribuyen a la patogénesis
de TDS [1].

Los disruptores endocrinos son sustancias exégenas capaces de inferir con la sintesis,
secrecion, transporte, metabolismo o la interaccion con sus receptores. Algunos CPF
comienzan a ser incluidos como parte de esta clasificacion. PFOS es capaz de alterar
la regulacion del eje hipotalamico-pituitario-ovarico y provocar alteraciones en los
ciclos menstruales y retardar la ovulacion [72, 73]. En estudios que utilizaron como
modelo células humanas de carcinoma adrenocortical (H295R) se determiné que
PFOS altera la esteroidogénesis, produciendo un incremento en la secrecion de
estradiol, progesterona y T, de manera importante, este incremento resulta

dependiente de la concentracién de CPF [74].

Vested y colaboradores en 2013, indicaron una posible asociacion entre la exposicion
a PFOS durante la vida intrauterina y su repercusion en la calidad del semen, volumen
testicular y los niveles de las hormonas reproductivas en hombres adultos [75].
Estudios realizados con embriones de hamster demostraron que PFOS afecta su
morfologia cuando las hembras son expuestas a este durante la gestacion,
observandose una disminucion en la masa corporal al nacimiento y un descenso en el

crecimiento de los 6rganos y del esqueleto [76, 77].

Ademas, la exposicion ambiental a los CPF se relaciona negativamente con la
concentracion de espermatozoides, el recuento, la motilidad y la morfologia [78].
Diferentes estudios en hombres han demostrado que aquellos con altos niveles séricos
de PFOS tienen menos espermatozoides normales en su eyaculado, en comparacion

con aquellos clasificados en el grupo de baja concentraciéon de PFOS [79, 80]. Asi
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mismo las asociaciones de calidad de semen son generalmente negativas, como los
niveles de T total, indice de androgenos libres (FAI) e inhibina-B [81]. Se sabe que la
exposicion a PFOS en ratones CD-1 machos conduce a una disminucién en los
receptores de gonadotropina testicular y a una disminucion de la expresion del receptor
de la hormona de crecimiento (GHR), inhibinas y activinas [82]. Estos impactos se
asocian con un deterioro de la esteroidogénesis testicular que resulta en menos T,

por lo tanto, menos espermatozoides en el epididimo [83].

En ratas macho dosis orales de CPF pueden aumentar los niveles de estrégeno y/o
disminuir los niveles de T [84]. Niveles considerables de CPF se han encontrado en
muestras de suero de hombres jévenes (18 a 25 afios), estos niveles de CPF se

asocian con una baja calidad espermatica [85].

Estudios en roedores han encontrado que, los CPF son capaces de inducir efectos
sistémicos como toxicidad hepética, disrupcion del metabolismo de lipidos,
alteraciones en la funcion de los sistemas inmune y endocrino, efectos neuro-
conductuales adversos; efectos carcinogénicos, favoreciendo el desarrollo de tumores
en higado, rifidén, bazo, cerebro, pancreas y testiculos; asi como, alteraciones en la
funcidn reproductiva entre las que se incluyen, cambios en las concentraciones de

hormonas sexuales, incremento en la incidencia de abortos espontaneos [86].

Por otro lado, los CPF han sido detectados en sangre del cordon umbilical, liquido
amniotico y tejido placentario, esto hecho indica que la exposicion a CPF podria darse
durante la gestacion en diferentes organismos ocasionando problemas en la
diferenciacion de las CGP [36, 37]. Al respecto estudios retrospectivos han reportado
los problemas del desarrollo embrionario y malformaciones, cuando la exposicion a los
CPF ocurre en periodos criticos de la gestacion [34]. Por tal razon resulta importante
estudiar los efectos en la diferenciacion de células germinales y somaticas, asi como

el dafio al ADN, tras la exposicién a PFOS en la diferenciacién gonadal temprana.
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5. Justificacion.

Diferentes autores han reportado efectos adversos en la reproduccion masculina por
de la exposicion a PFOS. Estudios in vivo en modelos con roedores se han enfocado
en la descripcion de las alteraciones hormonales observando una disminucién en los
niveles de T y un aumento en los niveles de estradiol que podrian estar causando
alteraciones durante la espermatogénesis. Por otro lado, multiples estudios utilizan
dosis crénicas elevadas (10, 15 y 20 mg/kg/dia) durante toda la gestacion para
observar los efectos teratogénicos en la descendencia, asi como en el estudio de la
concentracion de hormonas esteroideas y tiroideas, o en el estudio de la toxicidad en
y células sométicas [87, 88, 89]. Mediante un modelo in vitro, se describié la
diferenciacion de células troncales embrionarias hacia espermatogonias, demostrando
que varios CPF son capaces de disminuir la expresibn de marcadores de
espermatogonias y espermatocitos primarios, pero no logran identificar en qué estadio
de diferenciacion ocurre la interrupcion de la diferenciacion [65]. Si bien todos estos
estudios arrojan informacién relevante sobre los efectos de PFOS en la diferenciaciéon
de la gonada masculina, resulta importante desarrollar modelos in vivo que logren
describir el efecto de una exposicion intrauterina de téxicos como PFOS en el
funcionamiento testicular en diferentes etapas de la vida. Entre las ventajas de usar un
modelo in vivo en diferentes etapas de desarrollo, se puede destacar la posibilidad de
estudiar la anatomia de un individuo y relacionar parametros morfométricos con
eventos de bioquimicos como el descontrol de la esteroidogénesis o funcion hepatica,
del mismo modo, es posible estudiar la calidad de las muestras esperméticas de los
individuos adultos que meses atras fueron expuestos a estos compuestos, por ultimo,
al estudiar individuos se puede evaluar el potencial reproductivo como prueba definitiva

de la capacidad reproductiva de los ratones expuestos in utero a diferentes toxicos.
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El SDT puede atribuirse a los siguientes cuatro aspectos clave: factores genéticos,
trastornos del crecimiento intrauterino, factores de estilo de vida y exposicion
ambiental. Estos factores contribuyen al desarrollo anormal de los testiculos en el cual
la diferenciacion alterada de células de Leydig y Sertoli conduce a un deterioro de la
funcion de células germinales [1]. La contaminacion ambiental provoca que los
organismos Vvivos se encuentren expuestos a un sin numero de compuestos
xenobiédticos, muchos de los cuales pueden tener efectos toxicos. Particularmente, los
CPF son resistentes en el ambiente debido a sus caracteristicas quimicas, los
organismos Vivos no presentan mecanismos que los degraden. Por otro lado, los
mecanismos de excrecion para CPF, son poco eficientes, por lo que, suelen ser
bioacumulados. Su presencia ha sido demostrada en diferentes fluidos corporales,
entre los que se incluyen, el fluido folicular, liquido amniético, sangre del cordon
umbilical. Aunado a esto pueden atravesar la barrera hemato-placentaria provocando
una exposicion de toxicos durante la gestacion [45, 46, 90, 91]]. A su vez la produccion
espermatica promedio ha decrecido en la poblacion mundial en las ultimas seis
décadas. Diferentes estudios proponen que la exposicion de diferentes contaminantes
durante la gestacion puede afectar el desarrollo y diferenciacion testicular, que
conlleven a deficiencias en la calidad espermatica, incrementando la probabilidad de
desarrollar trastornos reproductivos y provocando infertilidad [2], [32], [39], [55]. Por lo
cual es de suma importancia evaluar los efectos que puede generar la exposicion a
PFOS durante el desarrollo gonadal temprano y sus repercusiones sobre la

reproduccion de los mamiferos utilizando el ratbn macho como modelo.
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6. Pregunta de investigacion.

¢ La exposicion a PFOS durante el desarrollo fetal podra causar errores en el desarrollo
somatico y testicular en diferentes etapas de la vida y estos podran afectar la calidad

espermatica y comprometer la fertilidad?

7. Hipétesis.
Diferentes efectos adversos en la fisiologia celular han sido atribuidos a PFOS, por lo
tanto, la exposicion a este compuesto durante el desarrollo gonadal temprano puede

inducir alteraciones en el desarrollo somatico y gonadal, deficiencia en la calidad

espermatica y problemas de fertilidad.

8. Objetivo general.

Tras la exposicion a PFOS durante la vida fetal del ratén, evaluar los efectos en la
morfometria somatica y gonadal, asi como la calidad espermatica y la capacidad

reproductiva de ratones CD-1 adultos.

8.1 Objetivos particulares.

. Valorar las alteraciones en el desarrollo fetal de ratones macho que sean
producidas por la exposicion a PFOS durante la gestacion, a través de patrones
morfométricos como la talla, peso, la distancia anogenital y el indice
gonadosomatico en las etapas prepuberal, puberal y adulta.

. Analizar la calidad espermatica del semen de ratones adultos de 90 dias que
fueron tratados durante la gestacion.

. Estudiar la capacidad reproductiva de los ratones adultos tratados durante la

gestacion.

22



9. Disefio experimental
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Figura 5. Disefio experimental donde se observa la administracion de PFOS en ratonas gestantes, dejando concluir la gestacion para
evaluar los patrones morfométricos (talla, peso, DAG, indice gonadosomatico), en ratones al nacimiento, 20, 40 y 90 dias, asi como, la
calidad espermatica y el potencial reproductivo en ratones adultos (90 dias).



10. Metodologia

10.1 Animales de experimentacion.

Se utilizaron ratones de la cepa CD-1 cuya colonia fue mantenida en el bioterio de la
Division de Ciencias Biologicas y de la Salud de la Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa. La manipulacién de los animales fue realizada de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 062 ZOO 1999 y con aprobacién del comité de

ética de la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud.

10.2_Reactivos y compuestos:

El sulfonato de perfluorooctano (335-76-2) y el vehiculo de dilucién (aceite de ajonjoli,
8008-74-0) se compraron a Merc-Millipore (MR), fue diluido en aceite de ajonjoli para
ser administrado in vivo respectivamente, bajo el esquema ya mencionado. Al grupo

control se le administré Unicamente aceite de ajonjoli por via intraperitoneal.

10.3 Modelo experimental de exposicion gestacional a PFOS.

Para realizar los tratamientos durante la gestacion, se utilizaron hembras gestantes
CD-1. Se separaron en dos grupos (5 ratonas gestantes por grupo), grupo vehiculo
(aceite de ajonjoli), grupo PFOS (5 mg/kg/dia) [92, 93, 94]. Se les administrd a las
hembras gestantes en los estadios de 10.5, 12.5 y 16.5 dias post coito por via

intraperitoneal utilizando jeringas con agujas de 8 milimetros.
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10.4 Valoracidon de patrones morfométricos de ratones macho, expuestos durante la

gestacién

A los ratones macho tratados en la vida intrauterina, las alteraciones en el desarrollo
fueron valoradas a través de patrones morfométricos como la talla, el peso y la
distancia anogenital. Se midieron a los ratones desde la cabeza a la parte inicial de la
cola en estado de reposo. Para la obtencién de los datos del peso se utilizé una
balanza de precision con sensibilidad 0.01 g. La distancia anogenital se midié desde
la papila genital hasta la apertura anal. Todos los datos se registraron cada semana

desde el nacimiento hasta los 90 dias.

10.5 Obtencién de testiculos para valorar el indice gonadosomaético

De cada camada fueron sacrificados entre dos y tres organismos en tres diferentes
tiempos de vida: 20 dias después del nacimiento (prepuberes), 40 dias después del
nacimiento (puber) y 90 dias después del nacimiento (adulto) (n=10 por grupo), en
estos animales, se extrajeron ambos testiculos y se determiné el peso de todos para

su posterior analisis.

10.6 Evaluacion de la calidad espermatica

Se evalud la calidad espermatica con base en los pardmetros de la OMS y Bergmann,
2010 [95, 96], contemplando lo siguiente: concentracion, viabilidad, normalidad,
movilidad, aglutinacion y agregacion. Estos parametros fueron analizados en muestras
de semen provenientes de la cola de los epididimos, dado que en este se encuentra

una mayor concentracion espermatica y una buena movilidad.

Se obtuvo el semen de 5 machos adultos de 90 dias de edad por cada grupo. La
concentracion y el porcentaje de espermatozoides anormales se analizé por muestra
de semen obtenido de la cola de los epididimos, los cuales se colocaron en una caja
de Petri con 5 ml de solucién de buffer fosfato salino (PBS) durante 30 minutos a 37.5
C°. Con pinzas se realiz6 el corte del epididimo para facilitar la dispersién, se utilizo la
camara de Neubauer siguiendo el procedimiento recomendado por la OMS, se evalu6

la muestra ya homogenizada y se hizo el conteo. La cantidad de espermatozoides por
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macho se expresé en millones/ mililitro. La morfologia se evalu6 en muestras de 10u
de semen extendidas en un portaobjetos, se tifieron con eosina B y se examinaron
bajo microscopio Optico a 1000 aumentos. Se analizaron 200 espermatozoides por
macho tomando los criterios de clasificacion para la morfologia espermética, siendo
estos: A normales, B con defecto de cabeza y C con defecto de flagelo [95, 96]. Los
espermatozoides que presentaron cabeza triangular, globular o en martillo se
identificaron como defecto de cabeza y los que tenian defecto de flagelo fueron los
gue presentaban curvatura a nivel de la pieza intermedia, cola rectilinea o con

curvatura tanto en la porcion media como distal.

Del semen obtenido se tom6 una muestra de 10 pL de semen y 10 uL de eosina B
para tefiir los espermatozoides muertos, se homogenizé la muestra y se colocé en un
portaobjetos para observar a un objetivo a 40 aumentos, se realiz6 un conteo de 200

espermatozoides en diferentes campos.
Se clasificaron como:
Espermatozoides vivos (no tefidos)

Espermatozoides muertos (tefiidos)

Figura 6. Tincion con eosina b de espermatozoides de raton, (A) Espermatozoides sin tefiir (vivos) y (B) Espermatozoides
tefiidos de rosa (muertos).

26



La movilidad de los espermatozoides se evalud a partir de muestras de semen de 10
ratones adultos de ambos grupos, se coloc6 una muestra de 10uL en un portaobjetos
observandose a un objetivo a 40 aumentos y se realiz6 un conteo de 200
espermatozoides en diferentes campos, contados en direccidon a las manecillas del

reloj.
Se clasificaron en porcentajes de las siguientes categorias:

A. Movilidad progresiva: espermatozoides que se mueven activamente, tanto
linealmente como en un gran circulo, independientemente de la velocidad.

B. Movilidad no progresiva: cualquier otro patron de movilidad en ausencia de
progresion.

C. Inmdviles: espermatozoides que no presentan ninglin movimiento.

La movilidad total se expres6 en porcentaje, y es la suma de la movilidad A mas la

movilidad B.
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10.7 Evaluacion del potencial de fertilizacion de los ratones CD-1 expuestos a PFOS

durante la vida fetal.

Para evaluar si la exposicion a CPF durante el desarrollo embrionario afecta la
fertilidad, se establecieron pies de cria evitando consanguinidad y se cuantificé el
ndmero de crias obtenido por parto de ratonas expuestas a PFOS durante el desarrollo

embrionario y se comparoé con las crias obtenidas de ratones control.

10.8 Andlisis de imagenes y paquetes estadisticos.

Para la evaluaciéon cuantitativa de cada uno de los pardmetros (namero de crias por
camada, talla, peso, distancia anogenital e indice gonadosomatico) se realizd un
andlisis estadistico de comparacion de dos grupos independientes, t- Student. En
cuanto a los parametros de la calidad espermatica (viabilidad, concentracion, movilidad
y morfologia) se realiz6 un andlisis estadistico de comparacion de dos grupos
independientes, U de Mann-Whitney. Cada experimento donde se evaluaron los
parametros morfomeétricos, se realizaron 10 repeticiones por grupo, con un nivel de
confianza de p <0.05. Para la evaluacién de la calidad espermatica se realizaron 5

repeticiones por grupo, con un nivel de confianza p <0.05.
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11. RESULTADOS

Evaluaciéon del efecto de PFOS administrado a los dias 10.5, 12.5 v 16.5 dpc en el

numero de crias por camada de ratones CD-1.

Para evaluar el posible efecto de PFOS en la capacidad reproductiva se registro y
cuantifico el nUmero de crias por camada de los grupos vehiculo y PFOS. En la gréafica
1 se observa gue existe una disminucién en el nUmero de crias en ratonas gestantes
expuestas a PFOS (barra negra) en los dias 10.5, 12.5 y 16.5 dpc con respecto al

grupo control (barra gris).

Numero de crias por camada de
ratones vehiculo vs. PFOS

Crias por camada

20+
v @ Vehiculo
& 154
5 * [ Ppros
K- i I
o 104
<
5
z o
0~

T
Vehiculo PFOS

Grafica 1. Numero de crias por camada de ratones vehiculo y PFOS. Las barras indican la media +
DE, n= 10 por grupo. El asterisco (*) indica diferencia estadisticamente significativa cuando se
compara el grupo vehiculo contra el grupo PFOS. t- Student (p < 0.05).

La exposicion a PFOS durante la gestacion puede relacionarse con la disminucion del

namero de crias por camada en comparacion con el grupo vehiculo.
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Efecto del PFOS sobre los pardmetros morfométricos (talla, peso y DAG)

Se empled una dosis de 5 mg/kg/dia de PFOS para administrar a cada ratona gestante
en los dias E.10.5, E12.5 y E16.5. En la grafica 2 se muestra la talla de los ratones
registrada al nacimiento, 20 y 40 dias, al comparar ambos grupos la prueba estadistica
de t-Student no muestra diferencias significativas. Sin embargo, al dia 90 existe
diferencia significativa donde los ratones presentan una menor talla en comparacion

con el grupo vehiculo .

Talla de ratones vehiculo vs. PFOS
Nacimiento 20 dias 40 dias 90dias [ Vehiculo
4- 8- 15- 16+ ) rros
3+ man 6 - o *
‘D" ; 10*
E 2 £ 4 E 3
5+ 5+
1+ 24
0- T 0- T 0- T 0~
Vehiculo PFOS Vehiculo PFOS Vehiculo PFOS Vehiculo PFOS

Grafica 2. Talla de ratones vehiculo vs, PFOS (Nacimiento, 20, 40 y 90 dias). Las barras indican la media DE, n=
10 por grupo por dia. El asterisco (*) indica diferencla estadisticamente significativa cuando se compara el grupo
PFOS contra el grupo vehiculo. t- Student (p < 0.05).

Lo cual indica que la exposicion a PFOS durante la gestacion afecta la talla en ratones
adultos (90 dias de edad). Mientras que, en ratones neonatos, pre-puber y puberes

esta exposicion no interfiere con la talla.
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El peso registrado al nacimiento, 20, 40 y 90 dias, en ambos grupos, se muestra en la

gréfica 3. Se observa menor peso en ratones tratados con PFOS durante la gestacion,

estadisticamente significativo, en comparacion con el grupo vehiculo. No obstante, a

los 20, 40 y 90 dias , no se presento diferencia significativa).
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Grafica 3. Peso de los ratones vehiculo y PFOS (Nacimiento, 20, 40 y 90 dias). Las barras indican la media +
DE, n= 10 por grupo por dia. El asterisco (*) indica diferencia estadisticamente significativa cuando se compara el

grupo vehiculo contra el grupo PFOS. t- Student (p < 0.05).

El peso fue menor en ratones neonatos CD-1, tras una exposicion gestacional a PFOS,

indicando que el tratamiento pudo retrasar el desarrollo fetal, a pesar de que las

camadas son menores y eso deberia favorecer el incremento en peso y talla de los

nacidos. En ratones prepuberes, puberes y adultos el peso no se ve afectado por la

exposicion a PFOS, indicando que la ausencia del tratamiento durante el desarrollo

postnatal puede compensar la ganancia de talla y mostrando un posible efecto

reversible.
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En la gréfica 4, se encontré una menor distancia anogenital a los dias 20 y 90 esta fue,

estadisticamente significativa en el grupo PFOS en comparacion con el grupo vehiculo.

Sin embargo, no existe diferencia al nacimiento ni a los 40 dias, si bien la distancia

anogenital al nacimiento es pequefia y los métodos utilizados podrian no tener la

sensibilidad para detectar un cambio, mientras que, a los cuarenta dias, la diferencia

no es significativa y es probable que en una mayor muestra de individuos logre

observar una diferencia significativa.
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0.3

§ 024

014

Vehiculo PFOS

Distancia Ano-Genital de ratones vehiculo vs. PFOS
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Grafica 4. Distancia Ano-Genital de ratones vehiculo y PFOS (Nacimiento, 20, 40 y 90 dias). Las barras indican
la media £ DE, n= 10 por grupo por dia. El asterisco (*) indica diferencia estadisticamente significativa cuando se

compara e grupo vehiculo contra el grupo PFOS. t- Student (p < 0.05)
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Efecto de la exposicién de PFOS en el indice gonadosomatico

Se obtuvo el indice gonadosomatico de ratones macho prepuberes, puberes y adultos;
ya que este valor puede ayudar a estimar defectos en el crecimiento y diferenciaciéon
evidenciando si existe el hipogonadismo. Sin embargo, en este estudio no se registro

diferencia significativa del grupo PFOS con respecto al grupo control.

indice gonadosomaético de ratones vehiculo vs. PFOS
20 dias 40 dias 90 dias B Vehiculo
1.8+ 1.8+ ) rros
1.0+
84 T - 1.0 - 1.04
" £ £
- 0.6+ v v
£ 2 e
v 044 0.5+ 0.54
2
0.24
0.0+ v 0.0+ v 0.0~ 2
Vehiculo PFOS Vehiculo PFOS Vehiculo PFOS

Grafica 5. Evaluacion del indice gonadosomatico. No existe diferencia significativa en cuestion del peso testicular
con respecto al peso total del raton. Se utilizé la prueba estadistica t- Student con una diferencia significativa

(*p<0.05).

La exposicion a PFOS durante la gestacion no afecta el indice gonadosomatico del

raton macho CD-1 en ninguno de los dias registrados.
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Efecto del PFOS en la concentraciéon espermatica

Para evaluar si los defectos en la calidad espermatica fueron cuantitativos, se
determind la concentracion espermética en ambos grupos, el grupo PFOS mostré una
disminucién significativa con respecto al grupo control, como se muestra en la gréafica
6., Estos resultados podrian indicar que los errores en la calidad espermatica tal vez
estan relacionados con defectos en la diferenciacion temprana de las gbnadas, lo cual

est4 relacionado con el momento en el que se da el estimulo agresor.

Concentracion espermatica de
ratones vehiculo vs. PFOS
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Grafica 6. Concentracion de espermatozoides (células x 10%) obtenidos de la region caudal
epididimaria de ratones vehiculo y PFOS (90 dias). Las barras indican la media + DE, n=6 por grupo. El
asterisco (") indica diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) cuando se compararon ambos
grupos, utilizando U de Mann Whitney.
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La grafica 7 muestra la viabilidad de los espermatozoides de ratones adultos (90 dias)
expuestos a PFOS durante la gestacion, donde se indica un menor porcentaje de
espermatozoides vivos en el grupo PFOS (60.91%) en comparacion con el grupo
vehiculo (82.58%). La exposicion a PFOS administrado a los 10.5, 12.5y 16.5 dpc si
altero la viabilidad espermatica en los ratones macho adultos (90 dias). Se analizé la

viabilidad espermatica en 6 ratones (por grupo).

Viabilidad espermatica de ratones
vehiculo vs. PFOS
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Grafica 7. Porcentaje de la viabilidad espermatica de ratones vehiculo y PFOS (90 dias). Las barras
indican la media £ DE, n=6 por grupo. El asterisco (*) indica diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05) cuando se compararon ambos grupos, utilizando U de Mann Whitney.

Lo anterior indica que se disminuye el porcentaje de espermatozoides vivos en ratones

adultos de 90 dias de edad, tras una exposicidén gestacional a PFOS.
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El PFOS afectd los tres parametros de la movilidad espermatica (progresivos, no
progresivos e inmdaviles), se muestran en la gréfica 8. Disminuy6 el porcentaje de
espermatozoides con movilidad progresiva (54.93%), aumentando asi el porcentaje de
espermatozoides no progresivos (20.24%) e inmoviles (24.82%) en comparacion con
el grupo vehiculo (80.88%, 9.20% y 9.8% respectivamente) demostrando que los
insultos quimicos durante el desarrollo fetal pueden estar relacionados con los
defectos en la calidad espermatica (Grafica 8).

Movilidad espermatica de ratones vehiculo vs. PFOS
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100+ 30+ * 30+
T T () pros

v 80+ © T °
) * © [
bl B 20+ B 20~
35 604 T 3 3
g g g

40 -
= < 10- S 10
= 201 * ES

0- 0- 0-

T T T
Vehiculo PFOS Vehiculo PFOS Vehiculo PFOS

Grafica 8. Porcentaje de la movilidad espermatica de ratones vehiculo y PFOS (90 dias) donde se
evaluo tres parametros: progresivos, no progresivos e inmoviles. Las barras indican la media + DE,
n=6 por grupo. El asterisco (*) indica diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) cuando se
compararon ambos grupos, utilizando U de Mann Whitney.

Estos resultados demuestran que una exposicion gestacional a PFOS puede causar
alteraciones en la movilidad espermatica en ratones adultos (90 dias de edad) de la
cepa CD-1. Disminuyendo el porcentaje de espermatozoides progresivos y
aumentando el porcentaje de espermatozoides no progresivos e inmoviles en ratones

macho expuestos a PFOS durante la gestacion, lo cual podria relacionarse con el
menor namero de crias por camada.
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No existe diferencia significativa entre

los parametros morfolégicos de

los

espermatozoides en la edad adulta, entre los grupos expuestos a PFOS durante la

gestacion en comparacion con el grupo control al no haber diferencia entre los defectos

de la cabeza o flagelo, como se observa en la grafica 9.
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Grafica 9. Porcentaje de la morfologia espermatica de ratones vehiculo y PFOS (90 dias). Con tres
parametros: Normales, con defecto de cabeza y con defecto de flagelo. Las barras indican la media + DE, n=6

por grupo. t- Student (p < 0.05).

Estos datos indican que la concentracién de la forma espermética puede no estar

afectada por la exposicion gestacional a PFOS en ratones adultos de 90 dias de edad.
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Evaluacién del potencial de fertilizacion de los ratones CD-1 expuestos a PFOS

durante la vida fetal.

Los dias de gestacién de ratonas CD-1 sin tratamiento, puestas a copular con ratones
macho expuestos a PFOS durante la gestacion, no se vieron afectados, como se
observa en la gréafica A, cdmo ocurre cuando la exposicién se da durante toda la
gestacion y utilizando dosis altas [85]. Sin embargo, en la gréfica B, el niUmero de crias
obtenido si disminuye, demostrando que algunos de fetos no culminaron el desarrollo,
esto podria ser explicado por los defectos en la calidad espermatica, generando

asi,una subfertilidad en ratones expuestos a PFOS durante la gestacion.

A) Dias de gestacion B) | N° de crias por camada
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Grafica 10. Evaluacion del potencial de fertilizacion de los ratones CD-1 expuestos a PFOS durante la vida fetal puestos a copula con
ratonas CD-1 sin tratamiento, La grafica A) indica la duracion de |a gestacion (dias) y 1a grafica B) el Numero de crias por camada, Las barras
indican la media + DE, n= 10 por grupo. El astenisco {*) indica diferencia estadisticamente significativa cuando se compara el grupo vehiculo contra
el grupo PFOS, 1+ Student (p < 0,05)

El nimero de crias por camada de las ratonas CD-1 sin tratamiento se vio disminuido
en el grupo PFOS en comparacion con el grupo vehiculo. Lo cual indica que los
machos expuestos a PFOS durante la gestacion y puestos a copular, pueden tener
alteraciones en la calidad espermatica en cuanto a la viabilidad, concentracién y

movilidad. .
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12. Discusién

En este estudio, se demostré que la exposicion a PFOS in vivo, administrando una dosis
(5 mg/kg/dia) en los estadios 10.5, 12.5 y 16.5 durante la gestacion en ratonas, puede
alterar patrones morfométricos en la descendencia masculina como la talla, peso y la
distancia anogenital. Asi mismo, en ratones de 90 dias se altera la viabilidad, movilidad y
concentracion espermatica y aunque no afecta el potencia de fertilizacién, se encontro
una disminucion en el nimero de crias, que puede ser explicada por la afectacion en la

calidad espermatica.

Para conocer cuéles son los efectos que puede inducir PFOS administrado durante la
gestacion, se evaluaron parametros morfométricos que permitieron evaluar el desarrollo

sexual y morfologico del organismo en diferentes etapas del organismo.

Se puede observar que la exposicion a PFOS durante la gestacion disminuye la talla en
ratones de 90 dias (adultos), mientras que el peso en esta misma etapa es similar al grupo
control, por lo cual, se propone que PFOS pudiese estar alterando el metabolismo de
lipidos. Estudios realizados en ratas y ratones, administrando PFOS durante la gestacion
(2 mg/kg/diay 15-20 mg/kg/dia, respectivamente) indicaron un retraso en la talla, asi como
en el peso al nacimiento [84]. En humanos se ha encontrado una asociacion entre las
concentraciones mas altas de PFOS evaluadas en suero materno con una disminucion
del peso promedio al nacimiento [48], [46], [91], [76]. Lo cual concuerda con este estudio
donde el peso es menor en neonatos, PFOS podria estar actuando como un agente

teratogénico alterando la talla y peso en diferentes etapas de la vida del organismo.

Se ha observado que PFOS puede causar alteraciones endocrinas y cambios en la
biosintesis de hormonas sexuales [43] [56] [57]. La DAG revela la cantidad de andrégeno
a la que esta expuesto un feto masculino en el desarrollo temprano y es mas prolongada
en comparacion con las hembras, en roedores [97]. En humanos no se ha encontrado
evidencia clara de que las concentraciones plasmaticas de PFOS en la madre estén
asociadas con una distancia anogenital infantil mas corta en hombres [98]. Actualmente

no existen reportes sobre la exposicion a PFOS durante la gestacion y los efectos en la

39



DAG en roedores. En este analisis se vio un acortamiento en la DAG en ratones macho
de 20 y 90 dias, en comparacion con el grupo control. Nuestros hallazgos sugieren una
asociacion entre la exposicion a PFOS durante la gestacion y efectos antiandrogénicos en
el feto en desarrollo, que se ven reflejadas en ratones prepuberes y adultos. Aunado a
esto, una DAG mas corta en humanos adultos se asocia con una mala calidad del semen
y con infertilidad [70] lo que podria asociarse con las alteraciones en la calidad

espermética y la posible subfertilidad que se muestran en este estudio.

No se afecto el indice gonadosomatico en ninguno de los dias evaluados, lo cual indica
que la exposicion a PFOS durante la gestacion, no altera el peso testicular ni el peso del
organismo en etapas prepuberes, puberes y adultas. Estudios en pez cebra expuestos a
perfluorononanoato (PFNA) se reporta un IGS menor en machos, lo cual se relaciona con
una bioacumulacion mayor de CPF en las gonadas masculinas [99]. Probablemente la
vida media de PFOS en roedores y bioacumulacion de PFOS en las gbénadas masculinas
no sea tan prolongada para reflejar alteraciones en el IGS.

Para conocer si alteraciones en los parametros morfométricos se pueden relacionar con
una disminucion la calidad espermatica se realizaron espermatobioscopias en ratones de
90 dias (adultos). Donde los parametros de viabilidad, concentracion y movilidad se vieron
disminuidos en ratones expuestos a PFOS durante la gestacién, en comparacién con el
grupo vehiculo. Lo cual es similar en estudios realizados en ratas y ratones expuestos a
PFOS en etapas adultas afectando la concentracion y conteo de espermatozoides
normales [55], [56], [62], [67]. En humanos se relacionan niveles mas altos de PFOS con
una disminucion en la concentracién y recuento de espermatozoides normales. Se podria

proponer una subfertilidad que puede atribuirse a dafios en el ADN espermaético.

Investigaciones realizadas en ratones indican que la exposicibn al &cido
perofluorooctanoico (PFOA) durante la gestacion (E1-E17) causa toxicidad en desarrollo
que incluye un aumento de embriones reabsorbidos, disminucion de la supervivencia fetal
y retraso del crecimiento fetal [101]. Estudios en roedores y conejos expuestos a PFOS
durante toda la gestacién, observaron una asociacion en abortos espontaneos y

reabsorciones fetales [84]. En este trabajo si bien, no se evalud la reabsorcion fetal, se

40



observa que disminuyen las crias por camada en ratonas gestantes expuestas a PFOS
en tres estadios de la gestacion, lo cual sugiere que PFOS podria estar induciendo las

mismos efectos de dosis crénicas y altas.

En roedores se ha reportado que la exposicion a CPF (en neonatos hasta el destete y en
ratones adultos) en diferentes dosis (10, 15 y 20 mg/kg/dia) y posteriormente puestos a
cOpula, tienen un menor potencial de fertilizacién.[85]. En este trabajo se puedo observar
un menor nimero de crias por camada y alteraciones en la calidad espermética, lo cual
podria indicar una subfertilidad causada por la exposicion a PFOS durante la gestacion y
un dafio en el espermatozoide (dafio al ADN) o reabsorcion fetal.. Estudios posteriores,
podrian proponer los mecanismos celulares y/o moleculares que conllevan a las
afectaciones en la espermatogénesis y la subfertilidad producidas por la exposicion a
PFOS
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13. Conclusiones

En ratones macho la exposicion durante la gestacion a PFOS altera la talla en adultos,
disminuye el peso en ratones al nacimiento y acorta la DAG en prepuberes y adultos
por lo cual proponemos que la exposicibn a PFOS durante la gestacion y la
concentracion utilizada, puede tener un efecto teratogénico y sus efectos se ven
reflejados en diferentes etapas de la vida del organismo. Por otro lado, el acortamiento
de la distancia anogenital y los defectos en la calidad espermatica reflejan un estado
de hipoandrogenismo que podrian ser demostrados por un estudio posterior. En
conjunto, los efectos teratogénicos y/o el hiperandronenismo producidos por la
exposicion a PFOS traen como consecuencia una subfertilidad, que corresponde con
los errores en la calidad espermatica.
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14. Perspectivas

- En muestras de suero de hembras gestantes expuestas a PFOS y ratones expuestos
a PFOS durante la gestacion, determinar el balance de andrégenos
(Testosterona/Estradiol/progesterona) mediante la prueba de ELISA.

- En cortes histolégicos de testiculo avaluar la morfologia celular germinal y somética
por medio de tincidbn hematoxilina-eosina. Asi como, la evaluacion de expresion de
marcadores de diferenciacion de células germinales y soméaticas por medio de
inmunohistoquimica.

- En lisado de tejidos testiculares, analizar la expresion de marcadores de
diferenciacion de CG y somaticas, por medio de metilacion especifica mediante PCR
(MSP).
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