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Resumen  
 

Los compuestos perfluorados (CPFs) son considerados xenobióticos, agentes 

químicos sintéticos, físicos y biológicos no producidos de manera natural en los 

organismos y que al ser ampliamente utilizados en la industria, tienen una gran 

persistencia en el ambiente y un elevado tiempo de retención en tejidos biológicos. 

Diversos estudios toxicológicos se han centrado en analizar los posibles efectos de 

los CPFs sobre varios aspectos de la salud, entre ellos los procesos reproductivos 

(maduración de gametos, foliculogénesis, fertilización y desarrollo embrionario), sin 

embargo, sus mecanismos de acción no han sido caracterizados. In vivo se ha 

reportado su participación en la disminución de las tasas de desarrollo embrionario, 

sin embargo, no existen estudios in vitro que lo demuestren. El objetivo de este 

estudio fue determinar el efecto del ácido perfluorooctanoico (PFOA) sobre la 

viabilidad y el desarrollo embrionario (DE) temprano in vitro, utilizando el modelo 

porcino. Los embriones se produjeron in vitro a partir de ovocitos inmaduros 

obtenidos en rastro, los cuales se maduraron, fertilizaron y desarrollaron in vitro. 

Para determinar el efecto del PFOA se usaron diferentes concentraciones (0, 50, 

100 y 150 µM) durante 144 h de desarrollo embrionario. Se determinó que la 

concentración letal 50 (CL50) para los embriones fue de 146 µM. Los resultados 

obtenidos indican que el PFOA tuvo efecto sobre la viabilidad de los embriones en 

las concentraciones de 100 y 150 µM con respecto al grupo control. En cuanto a la 

evaluación del desarrollo embrionario, los resultados indican que en la etapa 

embrionaria en 2 a 8 células, el PFOA no afectó el desarrollo en ninguno de los 

tratamientos, sin embargo, disminuyó el desarrollo en las etapas de mórulas y 

blastocistos en todas las concentraciones utilizadas (50, 100 y 150 µM). Por lo tanto 

se plantea que el efecto negativo del PFOA puede deberse al daño producido en el 

ADN, apoptosis, especies reactivas de oxigeno (EROS), alteración en la 

funcionalidad de Cadherina-E, homeostasis de Calcio y en uniones comunicantes, 

que en conjunto pueden alterar la producción de mórulas y blastocistos. 
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Abstract 

Perfluorinated compounds (CPFs) are considered as xenobiotics synthetic, physical 

and biological chemical agents which are not expected to be present inside the 

organisms and neither to be synthesized by them. They are widely used in industry, 

they have a high persistence in the environment and a high retention time in 

biological tissues. Several toxicological studies have focused on analyzing the 

possible effects of CPFs on various health aspects, including reproductive 

processes (gamete maturation, folliculogenesis, fertilization and embryo 

development), however, their mechanisms of action have not been characterized. In 

vivo, its participation in the reduction of embryonic development rates has been 

reported, however, there are no in vitro studies demonstrating this effect. The 

objective of this study was to determine the effect of perfluorooctanoic acid (PFOA) 

on viability and early embryo development in vitro, using the porcine model. Porcine 

embryos were produced in vitro from immature oocytes obtained from the 

slaughterhouse, then matured, fertilized and developed in vitro. To determine the 

effect of PFOA, different concentrations (0, 50, 100 and 150 μM) were used during 

144 h of embryo development. It was determined that lethal concentration 50 (LC50) 

for the embryos was 146 μM. The results obtained indicate that PFOA had an effect 

on the viability of embryos at concentrations of 100 and 150 μM with respect to the 

control group. Regarding the evaluation of the embryo development, the results 

indicate that in the embryo stages from 2 to 8 cells, the PFOA does not show effect 

in any of the treatments, however, the effect was appreciated in the morula and 

blastocysts stages in all concentrations used (50, 100 and 150 μM). Therefore, it is 

suggested that the negative effect of PFOA may be due to damage to the DNA, 

apoptosis, reactive oxygen species (ROS), alteration in the functionality of Cadherin-

E, calcium homeostasis and in communicating connections, which together can alter 

the production of morulas and blastocysts. 
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1. Introducción 

 

La sociedad actual se encuentra altamente industrializada, lo que implica que 

la fabricación masiva de productos, libere al medio ambiente una gran variedad de 

compuestos químicos que pueden tener efectos tóxicos y con ello representan un 

factor de riesgo para la salud en la población (Peropadre, 2014). 

Entre los efectos tóxicos de los contaminantes se pueden incluir alteraciones en 

los procesos de reproducción que pueden desencadenar infertilidad, que es un 

problema que afecta al 15 % de las parejas en edad reproductiva y es provocada 

por diversos factores, entre los que se encuentra el incremento en la producción y 

exposición al medio ambiente de compuestos químicos (Karwacka et al., 2017).    

Los CPFs pueden ser considerados como agentes xenobióticos (sustancias 

dañinas al ambiente que no existen de manera natural, son principalmente 

introducidas por actividades humanas), además al ser ampliamente utilizados en la 

industria, tienen una gran persistencia en el ambiente y un elevado tiempo de 

retención en tejidos biológicos (Bonilla et al., 2001). Diversos estudios toxicológicos 

(Governini et al., 2011; Chaparro-Ortega et al., 2018; Domínguez et al., 2019) se 

han centrado en analizar los posibles efectos de los CPFs sobre varios aspectos de 

la salud, entre ellos los procesos reproductivos (maduración de gametos, 

foliculogénesis, fertilización y el DE), sin embargo, sus mecanismos de acción no 

han sido caracterizados.  
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1.1. Ovogénesis  

En los mamíferos, los ovocitos se originan durante el DE a partir de células 

germinales primordiales (CGP) las cuales derivan del epiblasto (capa externa del 

blastocisto), posteriormente, migran hacia el endodermo del saco vitelino, en los 

humanos esto sucede aproximadamente durante la cuarta semana de gestación. 

Después migran hacia el primordio gonadal que dará origen al ovario, las CGP son 

indispensables para la inducción del desarrollo gonadal. Una vez establecidas en el 

ovario primordial, las CGP son transformadas en ovogonias, las cuales comienzan 

a dividirse por sucesivas mitosis durante la séptima semana de gestación, y 

posteriormente originan a los ovocitos primarios en los cuales se iniciará la meiosis  

(Yen y Jaffes, 2009). 

Toda la población de ovocitos que la hembra producirá entra en meiosis durante 

la etapa fetal. La división meiótica abarca dos ciclos sucesivos; Meiosis I y Meiosis 

II, cada una con cuatro fases: Profase, Metafase, Anafase y Telofase. Durante la 

primera división meiótica los ovocitos primarios quedan detenidos en el estado de 

diplóteno de la Profase I, con su núcleo prominente, conocido como vesícula 

germinal (VG). En este estado, la maduración se encuentra inhibida por un sistema 

de control entre las uniones comunicantes presentes entre las células de la 

granulosa y el ovocito, las cuales son responsables de esta detención meiótica a 

través de la producción y liberación de moléculas especificas tales como el AMPc  

(Betancourt et al., 2003).  
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1.2. Foliculogénesis  

Los folículos ováricos son las unidades morfofisiológicas fundamentales de los 

ovarios, ya que representan el principal compartimento endocrino y reproductivo de 

este órgano. La foliculogénesis consiste en una sucesión de cambios celulares 

necesarios para la maduración de los folículos (Rajkovic et al., 2006).  

La formación del folículo ocurre durante la vida fetal, donde el ovocito es 

indispensable para la formación folicular ya que secreta factores de transcripción 

que realizan cambios en la expresión génica del ovario para el reclutamiento de 

células ováricas que darán origen a un folículo primordial, el cual está formado por 

un ovocito inmaduro en la fase de diplóteno de la Profase I y por una capa de células 

aplanadas denominadas pregranulosas (Zuccotti et al., 2011). La mayoría de los 

folículos permanecen inactivos y solo un pequeño número de éstos se recluta en el 

grupo folicular creciente y es el que contribuirá a la fertilidad femenina (Zhang y Liu, 

2015). En algunas especies el desarrollo folicular es largo y resulta en la ovulación 

de uno o más ovocitos con capacidad de ser fertilizados y lograr el DE. En el porcino 

son reclutados alrededor de 50 folículos de los cuales de 12 a 20 serán ovulados 

(Paradis et al., 2009). 

El inicio del crecimiento folicular se caracteriza por cambios morfológicos, que 

incluyen un cambio en la forma de las células de la granulosa de aplanadas hacia  

cuboides, conformando un folículo primario el cual se caracteriza por el crecimiento 

del ovocito y por un incremento en la proliferación de células de la granulosa, 

además durante esta fase se inicia la formación de la zona pelúcida (ZP) que rodea 

al ovocito (Yen y Jaffes, 2009). 

A medida que las células de la granulosa se incrementan en número, van 

desarrollando receptores para hormonas foliculoestimulante (FSH), luiteinizante 

(LH), estrógenos y andrógenos. Esta etapa se conoce como folículo secundario y 
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en el ocurre la formación de las células de la teca interna y externa, las cuales se 

forman a medida que el folículo se expande y comprime el estroma del ovario. 

Simultáneamente las células de la teca desarrollan receptores a la LH y la capacidad 

de sintetizar hormonas esteroideas. Los folículos secundarios constituyen el 

conjunto de folículos preantrales a partir de los cuales ocurre el reclutamiento de 

folículos dependientes de la FSH (Yen y Jaffes, 2009). 

Finalmente, la etapa antral o folículo terciario depende de la acción de FSH y 

LH, las cuales son sintetizadas en la adenohipófisis y su secreción en el torrente 

sanguíneo es regulado por acción de la hormona hipotalámica liberadora de 

gonadotropinas (GnRH) al inicio de la pubertad, para el desarrollo y función del 

folículo. El folículo terciario se caracteriza por la aparición de una cavidad llena de 

líquido, denominada cavidad antral, que comienza a formarse cuando los folículos 

están rodeados de alrededor de seis capas de  células de la granulosa. La formación 

de la cavidad antral marca la separación morfológica y funcional de las células de 

la granulosa en: células murales que recubren la pared del folículo, las células 

antrales que rodean la cavidad antral y las células del cúmulo (CC) que rodean al 

ovocito (Figura 1). Tanto las células murales como las antrales tienen actividad 

esteroidogénica. El antro contiene fluido folicular el cual representa un 

microambiente rico en moléculas nutricionales (proteínas, enzimas, aminoácidos, 

compuestos energéticos) y moléculas reguladoras tales cómo las hormonas y 

electrolitos (Zuccotti et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 



17 
 

 

 

Figura 1. Componentes celulares del folículo y representación de las diferentes 

etapas de la Foliculogénesis. Se observa un incremento de tamaño desde el folículo 

primordial hasta el folículo de Graaf (Tomado y modificado de Urbina y Lerner Biber, 

2008).  
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1.3. Maduración del ovocito  

Al llegar a la pubertad, como consecuencia de una oleada de FSH y LH, que 

actúan sobre el folículo terciario, se reinicia la maduración nuclear del ovocito. Las 

hormonas gonadotropinas activan la vía de señalización que produce la pérdida de  

las uniones comunicantes entre el ovocito y las CC por lo que las concentraciones 

de AMPc disminuyen, permitiendo la reanudación de la primera división meiótica 

hasta la Metafase I (MI).  Al término de esta división ocurre la expulsión del primer 

cuerpo polar y se inicia la segunda división meiótica hasta la metafase II (MII), en 

este estado, la meiosis se detiene nuevamente y sólo culminará si ocurre la 

fertilización (Hafez, 2002).  

Para que la fertilización progrese hacia el DE, el ovocito requiere haber 

madurado tanto nuclear como citoplásmicamente. La maduración citoplásmica 

consiste en la reorganización de orgánelos (Figura 2), proceso que es de vital 

importancia para la fertilización y el éxito del DE. Durante la maduración, las 

mitocondrias se distribuyen de manera uniforme para garantizar la sobrevivencia 

del embrión y los gránulos corticales aumentan en número y se distribuyen en la 

periferia del ovocito debajo de la membrana plasmática, para bloquear la entrada 

de espermatozoides adicionales después de la fertilización. Además se realiza un 

almacenamiento de ARNm, proteínas, lípidos y factores de transcripción necesarios 

para la fertilización y la embriogénesis temprana (Reader et al., 2017). 
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Figura 2. Ovocito madurado, se muestran los componentes celulares y su ubicación 

en él (Tomado y modificado de Carrillo et al., 2014). 
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1.4. Fertilización  

La fertilización es un proceso en el cual ocurre la interacción entre el ovocito y 

el espermatozoide, mediante el reconocimiento y fusión de ambos gametos, 

concluyendo con la formación del cigoto.  

1.4.1. Reconocimiento y fusión entre ovocito y espermatozoide 

Los espermatozoides recién eyaculados son incapaces de fecundar al ovocito, 

es por ello que una vez depositados en el tracto reproductor femenino debe ocurrir 

la capacitación espermática. Este proceso consiste en una serie de cambios en el 

espermatozoide tales como; la fosforilación de proteínas, la eliminación de 

colesterol de la membrana plasmática, y la elevación de Calcio intracelular. Una vez 

capacitados, los espermatozoides demuestran un vigoroso patrón de movimiento 

flagelar llamado hiperactivación. La capacitación le permitirá a los espermatozoides 

realizar su recorrido por el tracto reproductor femenino hasta llegar al ovocito y 

poder fecundarlo (Okabe, 2013). En el cerdo, el espermatozoide necesita de 5 a 6 

horas en el interior del tracto genital femenino para capacitarse y poder interaccionar 

con el ovocito (Polge, 1978). 

Los espermatozoides llegan a la parte ampular del oviducto por 

quimioatracción, para encontrarse con el ovocito. Solo los espermatozoides 

capacitados pueden atravesar la capa de CC y unirse a la ZP. Esta unión está 

mediada por la interacción entre moléculas con gran afinidad en ambos gametos, 

como la glicoproteína ZP3 de la ZP, la cual es reconocida por proteínas presentes 

en la membrana plasmática del espermatozoide. Esta unión induce la reacción del 

acrosoma (orgánelo que se encuentra en la punta apical de la cabeza del 

espermatozoide contiene enzimas líticas como hialuronidasa, acrosina, tripsina 

entre otras). Durante la reacción acrosomal se fusiona la membrana plasmática del 

espermatozoide con la membrana acrosomal externa provocando la liberación del 

contenido acrosómico sobre la ZP. Esta liberación enzimática permite que el 
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espermatozoide atraviese la ZP para llegar al espacio perivitelino del ovocito, en 

donde se exteriorizan moléculas de unión, como IZUMO 1 en el espermatozoide y 

su receptor CD9 en el ovocito, lo cual permite la fusión de las membranas 

plasmáticas de ambos gametos (Okabe, 2013). 

1.4.2. Activación del ovocito  

La fusión de membranas entre ambos gametos desencadena la activación del 

ovocito mediante una cascada de señales celulares (Yanagimachi, 1994). Una vez 

que el espermatozoide entra en el ovocito ocurre una rápida liberación de Calcio 

intracelular de las reservas internas, provocado por la hidrólisis de fosfatidil 

inositol 4,5-bifosfato (PIP2) desencadenando la liberación de fosfatidil inositol 3 

fosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 se une a receptores presentes en el 

retículo endoplásmico y estimula la liberación de Calcio, la cual puede persistir 

durante 3 o 4 horas (Martin et al., 2017).  

El incremento intracelular de Calcio induce la reacción de gránulos corticales 

en el ovocito, la cual consiste en la liberación de enzimas, que alteran la 

conformación de la ZP. Esta alteración disminuye la afinidad de los 

espermatozoides con el ovocito, bloqueando la entrada de espermatozoides 

adicionales, evitando la polispermia (Okabe, 2013). Durante la activación del 

ovocito, también ocurre una serie de vías de señalización que permiten la 

culminación de la segunda división meiótica en el ovocito y la expulsión del segundo 

cuerpo polar (Martin et al., 2017).  
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1.4.3. Formación de pronúcleos y singamia  

Después de la activación del ovocito, se produce la formación de los pronúcleos 

(PN) femenino y masculino. En este proceso, el espermatozoide pierde la 

membrana nuclear, lo que provoca que su cromatina quede expuesta en el 

citoplasma del ovocito. 

Esta cromatina entra en un proceso de descondensación, en donde los puentes 

disulfuro de las protaminas del espermatozoide son reducidos. Esta 

descondensación es producida por el glutatión reducido presente en el citoplasma 

del ovocito (Yanagimachi, 1994). En seguida ocurre el cambio de protaminas 

(proteínas para el empaquetamiento de material genético del espermatozoide)  por 

histonas y se forma una nueva envoltura nuclear, dando origen al PN masculino. 

Por su parte una vez concluida la meiosis, en el ovocito también ocurre el proceso 

de descondensación, se forma la membrana nuclear y queda conformado el PN 

femenino (Martin et al., 2017). 

Después de la formación de ambos PN, sus membranas nucleares son 

desintegradas y ocurre la unión entre ellos,  proceso conocido como singamia, lo 

cual marca el final de la fecundación y el principio del DE. En los mamíferos este 

proceso dura aproximadamente 12 horas (Yanagimachi, 1994). 
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1.5. Desarrollo embrionario  

El DE inicia a partir de la formación del cigoto, en donde ocurren una serie de 

divisiones celulares y cambios tanto morfológicos como funcionales (Gilbert, 2005).  

Las primeras divisiones se conocen como segmentación. Es durante este 

periodo del desarrollo que ocurren cambios en la cromatina del embrión ya que 

inicialmente se encuentra silenciado. En el cerdo el genoma embrionario se activa 

en la etapa de 3 a 4 blastómeros, esta activación es importante para desencadenar 

cambios en el embrión.  Entre los cambios estructurales y funcionales que ocurren 

en los blastómeros, se encuentra el incremento de adhesión celular entre los 

blastómeros y la distribución de componentes membranales y citoplasmáticos. Uno 

de los cambios morfológicos asociados con la activación del genoma embrionario 

es la formación de nucléolos con ARN ribosomal (ARNr) y enzimas necesarias 

para la transcripción (Oestrup et al., 2009). 

La adhesión intercelular aumenta en los blastómeros debido a la relocalización 

de los complejos de cadherina-catenina. Estos cambios favorecen una unión más 

estrecha entre los blastómeros, proceso conocido como la compactación 

embrionaria, la cual dará lugar a la formación de la mórula, en donde los 

blastómeros se agrupan zonalmente diferenciándose en blastómeros externos o 

polares y blastómeros internos no polares (Trejo et al., 2008).  

Los blastómeros externos tienen uniones estrechas, este tipo de uniones 

además de reducir el espacio intercelular, impide la difusión de lípidos y proteínas 

entre los dominios de la membrana plasmática contribuyendo a la polaridad celular. 

Los  blastómeros internos tienen uniones comunicantes que son muy importantes 

ya que mantienen la comunicación intercelular permitiendo el paso de moléculas 

específicas y necesarias para su desarrollo como el AMPc y el Calcio (Figura 3).  
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Después la mórula continúa su desarrollo, donde sus blastómeros externos e 

internos continuarán su diferenciación y crecimiento (Trejo et al., 2008).  

 

Figura 3. Tipos de unión entre los blastómeros. Las flechas negras indican la 

diferenciación de blastómeros. Las flechas rojas y azules indican los tipos de unión. 

(Tomado de Trejo et al., 2008). 

Aproximadamente en la etapa de 32 blastómeros o mórula, ocurre una 

diferenciación, los blastómeros externos se han especializado en el linaje celular 

conocido como trofoectodermo y forman un epitelio funcional. Los blastómeros 

internos dan origen a la masa celular interna. La presencia del Na+, K+ y de 

acuaporinas en el trofoectodermo asegura la canalización de iones y agua, lo que 

permite la formación de una cavidad llena de líquido conocida como blastocele. 

Tras la formación de esta cavidad, al embrión se le conoce como blastocisto, el 

cuál es el estadio de implantación en el útero (Figura 4) (Artus y Chazaud, 2014).  

 

 

 



25 
 

 

 

Figura 4.  El DE temprano inicia con un cigoto, posterior a esta etapa ocurren 

divisiones celulares que dan origen a las diferentes etapas embrionarias (2 a 8 

células, mórula y blastocisto) (Tomado y modificado de Carrillo et al., 2014). 
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El proceso del DE, es muy susceptible a daños por tóxicos ambientales los 

cuales se han relacionado con el incremento de estrés oxidativo, el daño al ADN y 

las modificaciones epigenéticas, lo cual repercute en el éxito del DE (Guo et al., 

2017). 

 

1.6. Toxicología  

La palabra toxicología, es definida como el estudio de los venenos, es descrita 

como la identificación y cuantificación de los efectos adversos asociados con la 

exposición a agentes físicos o químicos (Repetto, 1997). El término exposición, se 

refiere a  concentraciones o cantidades de una sustancia que está en contacto con 

individuos o poblaciones. La toxicología ha sido muy útil en la investigación sobre 

los mecanismos de acción de agentes tóxicos (Silbergeld, 2001). 

1.7. Toxicología reproductiva  

La toxicología reproductiva es la rama de la toxicología que estudia el efecto 

de los xenobióticos sobre la fertilidad de los organismos y su DE. Las alteraciones 

en la fertilidad incluyen efectos sobre la actividad hormonal, comportamiento 

sexual, espermatogénesis, ovogénesis, fertilización, y DE hasta la etapa de 

implantación  (Repetto, 1997).  
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1.7. Compuestos perfluorados  

Los CPFs son considerados como xenobióticos y constituyen un grupo de 

compuestos químicos que se caracterizan por tener una estructura fluorocarbonada 

hidrofóbica y una cabeza polar hidrofílica, unidos por enlaces covalentes (Li et al., 

2017). 

El grupo de los CPFs se divide en dos categorías: Los Perfluoroalquil-

sulfonatos, que incluyen el ácido perfluorohexano sulfónico (PFHxS) y el ácido 

perfluorooctano sulfónico (PFOS). Y los Perfluoroalquil-carboxilatos, que a su vez 

incluyen al ácido perfluorooctanoico (PFOA) y el ácido perfluorodecanoico (PFDA). 

Los CPFs son altamente resistentes a la degradación microbiana, fotólisis e 

hidrólisis (Gorrochategui et al., 2014). Debido a que poseen propiedades de repeler 

el agua y el aceite, además de presentar resistencia a la degradación, han sido 

utilizados en la industria como surfactantes y emulsionantes desde el año 1950 en 

la fabricación de envases de alimentos, espumas contra incendios, pinturas,  

antiadherentes, ropa de montaña y en ciertos productos de limpieza personal como 

en shampoo, pasta de dientes y maquillaje (Governini et al., 2015). El amplio uso 

de estos compuestos y su liberación al medio ambiente han provocado que se 

acumulen en el aire, agua y sedimento por lo que los seres vivos se encuentran 

expuestos a estos tóxicos.  

La exposición a CPFs se ha relacionado con diversas patologías; por ejemplo 

en un estudio realizado en muestras de suero sanguíneo de trabajadores de la 

planta DuPont en Virginia Occidental (EUA), se reportó una concentración de 350 

ng/mL, en los trabajadores ocupacionalmente expuestos, y se asoció con un 

incremento en el desarrollo de enfermedades como diabetes mellitus y 

enfermedades renales crónicas (Steenland y Woskie, 2012). Además se ha 

demostrado que los CPFs presentan afinidad a proteínas plasmáticas tales como la 
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albúmina lo que permite su distribución por el organismo y favorece la 

bioacumulación en ciertos órganos como en pulmones, hígado y riñones (Chen et 

al., 2017). 

Dentro del grupo de los CPFs se ha observado que el PFOA, es uno de los 

perfluorados altamente persistentes en el ambiente y en los organismos (Chai et al., 

2017) y se les encuentra en distintos organismos dentro de las cadenas alimenticias. 

Es así que se ha reportado su presencia en suero humano y en otras especies como 

Panthera tigris, delfines nariz de botella (Tursuops truncatus), tortugas como 

Caretta caretta y Lepidochelys remiim, águilas calvas, gaviotas noruegas (Larus 

argentatus) y en peces como la trucha lacustre (Salvelinus namaycush) (Gebbink et 

al., 2009; Zheng et al., 2011).  
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1.7.1.  Ácido perfluorooctanoico  

El PFOA es particularmente utilizado en la elaboración de productos 

industriales como alfombras, envases de alimentos, ropa, en el teflón de utensilios 

de cocina, y en la industria electrónica (Wu et al., 2012). Es un compuesto 

perfluorado, estructurado por una cadena de ocho átomos de carbono unidos a 

átomos de flúor por enlaces covalentes y presenta un grupo carboxilo (Figura 5). En 

los vertebrados, las rutas comunes de exposición a este compuesto son: la 

respiratoria, digestiva y cutánea (Ngo et al., 2014). Una vez dentro del organismo el 

PFOA se almacena principalmente en el hígado y en riñones ya que no es 

metabolizado y se estima que su vida media en el organismo es de 3-8 años (Fei et 

al., 2007; Li et al., 2017).  

 

Figura 5. Estructura química del PFOA, se muestra la cadena de carbonos 

(hidrofóbica) y la cabeza con un grupo carboxilo (hidrofílica). 
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1.7.2. Exposición humana al PFOA 

Se ha demostrado que todos los seres vivos podemos estar expuestos al PFOA 

a través del agua, y se han reportado concentraciones de 500 a 640 ng/L en agua 

potable (Hölzer et al., 2008). 

El PFOA ha sido detectado en el plasma sanguíneo humano en personas de 

varias partes del mundo. En la población en general el PFOA se ha detectado a una 

concentración de 4 ng/mL, mientras que en la población ocupacionalmente 

expuesta la concentración ha sido de 350 ng/mL en plasma sanguíneo (Krafft y 

Riess, 2015). Sin embargo, la concentración más alta de PFOA reportada en suero 

de trabajadores ocupacionalmente expuestos es de 276 µM (Slotkin et al., 2008). 

La exposición al PFOA en recién nacidos es a través de la leche materna, se 

han reportado concentraciones que oscilan entre 10 y 211 ng/L, lo que puede afectar 

las funciones de la leche sobre el desarrollo postnatal (Motas Guzmàn et al., 2016). 
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2. Antecedentes  

2.1. Efectos de los CPFs en la reproducción 

La presencia de los CPFs ha sido reportada en fluidos humanos tales como, en 

el suero sanguíneo, fluido folicular, leche materna y también en tejidos como en 

cordón umbilical y la placenta (Stein et al., 2014).  

En la literatura se ha relacionado la exposición a CPFs con una disminución de 

la fertilidad (1.66 ng/mL en sangre) (Vélez et al., 2015). Se ha reportado que pueden 

alterar de manera negativa acortando el ciclo menstrual y con ello disminuir las 

probabilidades de lograr la gestación (Fei et al., 2009; Bach et al., 2015; Lum et al., 

2017). En mujeres sometidas a técnicas de reproducción asistida, la presencia de 

una mezcla de CPFs 13 ng/mL (0.026 μM) en el fluido folicular se asoció con una 

disminución en los porcentajes de fertilización y de transferencia embrionaria 

(Governini et al., 2011). 

Los CPFs además pueden atravesar la barrera placentaria durante el desarrollo 

fetal, propiciando abortos espontáneos y mortalidad neonatal (Maisonet et al., 2012; 

Darrow et al., 2014). El mecanismo propuesto por el cual estos compuestos 

atraviesan la barrera placentaria es regulado por la expresión de proteínas 

transportadoras de aniones orgánicos (OAT), se sugiere que OAT4, regula la 

absorción del PFOS y PFOA, ya que además de estar presente en la placenta 

también se encuentra en los riñones, provocando que se excreten niveles muy bajos 

de estos compuestos en la orina (Kummu et al., 2015).  

La exposición prenatal también es asociada con alteraciones en el desarrollo 

tales como disminución de peso y talla al nacer (Fei et al., 2007; Fei et al., 2008; 

Maisonet et al., 2012). Estudios realizados en ratas preñadas expuestas al PFOA, 

indicaron que hay efectos negativos en los recién nacidos, ya que presentaron 

hipertrofia del hígado y reducción de peso (Yahia et al., 2010). 
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Debido a la relación de los CPFs sobre diferentes eventos fisiológicos y de 

acuerdo a lo reportado en estudios, se han planteado posibles vías de acción de los 

CPFs con lo cual desencadenarían diversos efectos toxicológicos en el organismo 

(Figura 6) (Liu et al., 2014). 

 

Figura 6. Posibles vías de los CPFs, que desencadenan efectos toxicológicos en el 

organismo (Tomado y modificado de Liu et al., 2014).  
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En el laboratorio de Biología Celular de la UAM-I se han realizado estudios in 

vitro en el modelo porcino, para determinar el efecto de los CPFs en la maduración 

y viabilidad de ovocitos, esteroidogénesis y fertilización. Se ha reportado que el 

PFOS (10 µM) inhibió la función de las uniones comunicantes de ovocitos en VG 

afectando la viabilidad y la maduración in vitro (MIV) de los ovocitos (Domínguez et 

al., 2016). En un estudio se realizó la exposición al PFOS durante la MIV para 

determinar su posible repercusión sobre la fertilización in vitro (FIV) y el DE in vitro, 

demostrando que PFOS inhibió la MIV (9 µM) y disminuyó la viabilidad (31 µM), sin 

embargo, la FIV y el DE no resultaron afectados (Salomón, 2015).  Asimismo se 

mostró que tanto el PFOA como el PFOS tuvieron un efecto como disruptores 

endocrinos sobre las células ováricas esteroidogénicas, ya que inhibieron la 

secreción de hormonas esteroides en células de la granulosa y de la teca, lo que 

podría repercutir con procesos que son dependientes de estas hormonas, como la 

maduración de los ovocitos y por lo tanto, afectar la fertilidad (Chaparro-Ortega et 

al., 2018). Recientemente se ha demostrado el efecto del PFOA (76 µM) inhibiendo 

la MIV y disminuyendo la viabilidad de ovocitos (280 µM) (Teteltitla, 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

 

3. Justificación  

Los CPFs, han sido asociados con varias alteraciones en la salud reproductiva. 

Uno de los CPFs más persistentes tanto en el ambiente como en seres vivos es el 

PFOA. 

El DE temprano es un proceso de gran importancia para la reproducción por lo 

que necesita de un adecuado medio para el crecimiento, desarrollo y sobrevivencia 

del embrión, por lo que la exposición a ciertos tóxicos durante esta etapa puede 

presentar un factor de riesgo para que ocurra un desarrollo embrionario exitoso. Hay 

estudios que indican que el PFOA afecta la MIV y la viabilidad de los ovocitos. Por 

lo tanto, es importante determinar si el PFOA puede afectar el DE temprano in vitro, 

ya que permitiría aportar información sobre la relación entre los CPFs y la 

disminución de la fertilidad femenina.  

Los modelos in vitro han sido de gran utilidad en los estudios de toxicología 

reproductiva para el análisis de los posibles mecanismos de acción de los 

xenobióticos sobre algún proceso fisiológico determinado. El modelo porcino es  

adecuado ya que presenta similitudes fisiológicas, bioquímicas y endócrinas 

similares a las del humano (Gil et al., 2010). 
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4. Pregunta de investigación  
 

 ¿Qué efecto tendrá el PFOA sobre el DE temprano? 

 

5. Objetivo general   
 

 Evaluar el efecto del PFOA en el DE temprano in vitro. 

 

6. Objetivos particulares 
 

 Evaluar si el PFOA altera la viabilidad de los embriones expuestos a 

diferentes concentraciones durante su cultivo in vitro.  

 Evaluar la viabilidad de los embriones expuestos a diferentes 

concentraciones de PFOA para determinar la concentración letal 50 (CL50). 

 Evaluar si el PFOA altera el desarrollo de los embriones expuestos a 

diferentes concentraciones durante el cultivo embrionario.  
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7. Hipótesis  
 

Si la exposición al PFOA es capaz de afectar la maduración in vitro de ovocitos 

porcinos, entonces administrado en el cultivo embrionario, afectará el DE temprano 

in vitro.  
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8. Materiales y métodos 

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

SIGMA y todas las coincubaciones se realizaron en una atmósfera a 38.5°C, 5% de 

CO2 y humedad a saturación.  

8.1 Colecta de ovarios y de Complejos Ovocitos-Células del Cúmulo 

(COCs) 

Los ovarios se colectaron de cerdas prepúberes recién sacrificadas en el rastro 

(los Arcos, los Reyes, Edo. de México) y fueron transportados al laboratorio en un 

tiempo no mayor a 2 horas, en solución salina (NaCl al 0.9 %) a una temperatura de 

25 °C, y a un pH de 7.3-7.4. Una vez en el laboratorio, los ovarios se lavaron tres 

veces con la misma solución.  

Para la obtención del fluido folicular conteniendo los COCs, solo se puncionaron 

aquellos folículos que tuvieran un diámetro de 3 a 6 mm; la punción se hizo 

utilizando una jeringa desechable de 10 mL y una aguja de calibre 18. Una vez 

obtenido el fluido folicular, este se depositó en un tubo de 50 mL y se dejó 

sedimentar durante 20 minutos para favorecer la formación del paquete celular. El 

sobrenadante se desechó y al paquete celular se le agregaron 15 mL de Medio 

modificado de Tyrode suplementado con lactato de sodio, HEPES (2.38 g/L) y PVA 

(0.29 g/L) (TL-HEPES-PVA) a un pH de 7.3-7.4, nuevamente se dejó sedimentar 

durante 20 minutos; este procedimiento se repitió dos veces más. Finalmente el 

paquete celular se colocó en una caja Petri de 90 mm de diámetro y se le agregaron 

10 mL de TL-HEPES.  

Utilizando un microscopio estereoscópico (Olympus SZ61, Olympus, Philipines) 

se aspiraron los COCs con una pipeta Pasteur de vidrio estéril, adelgazada de forma 

manual. Solo se seleccionaron aquellos COCs constituidos por ovocitos con 

citoplasma uniforme, granular y rodeados por más de tres capas de CC. 
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8.2 Maduración in vitro de ovocitos (MIV) 
  

Los COCs seleccionados se lavaron en 3 gotas de 500 µL de medio de 

maduración TCM-199 suplementado con cisteína (0.57 Mm) y factor de crecimiento 

epidérmico (FCE) (10 ng/mL). Posteriormente, en una caja estéril de 4 pozos (Nunc, 

USA) con gotas de 500 µL de TCM-199 se depositaron 50 COCs por pozo, y se 

agregaron 5 µL de hormonas FSH y LH (0.5 μg/mL) en cada uno de los pozos. Los 

COCs fueron incubados durante 44 horas en las condiciones descritas 

anteriormente. Al término de este tiempo se observó la expansión de las CC como 

un indicador indirecto de maduración, utilizando un microscopio estereoscópico 

(Figura 7) (Olympus SZ61, Olympus, Philipines) (Ducolomb et al., 2009).  

 

Figura 7. Maduración de ovocitos in vitro. A) COCs antes de la MIV, las CC se 

encuentran compactas. B) COCs después de la MIV, se observa la expansión y 

proliferación de las CC.  
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8.2.1. Evaluación de la  viabilidad y la maduración   

 

Transcurridas las 44 horas de incubación, para evaluar la viabilidad y la 

maduración nuclear se realizó la técnica de doble tinción. Previamente, las CC 

fueron retiradas de los ovocitos y posteriormente se agregaron 100 µL de Bromuro 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (0.5 mg/mL en PBS) y se 

incubaron durante 30 minutos, posteriormente utilizando microscopio 

estereoscópico se realizó la evaluación de la viabilidad de acuerdo a los siguientes 

parámetros (ovocito púrpura: vivo, ovocito incoloro: muerto) (Figura 8). 

 

Figura 8. Ovocitos teñidos con MTT (incoloros: muertos purpura: vivos). 

Observados con un microscopio estereoscópico a 40x.  

 

Después de determinar la viabilidad se procedió a evaluar la maduración a 

través de la cromatina mediante tinción con Hoechst y microscopía de 

epifluorescencia (ZEISS, Axiostar Plus). Los ovocitos fueron lavados e incubados 

con 45 μg/mL de Bisbenzamida (Hoechst 33258 en PBS) durante 45 minutos en 

refrigeración y aislados de la luz. Finalmente se fijaron con una solución de 

glutaraldehído al 0.5 % (glutaraldehído/PBS) durante 20 minutos, posteriormente se 

lavaron en PBS y se colocaron en un portaobjetos y se les agregó una gota de 

solución de montaje (Glicerol/PBS 9:1). Las etapas de maduración se evaluaron con 
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los siguientes criterios: ovocitos en Vesícula germinal (VG) se consideraron 

inmaduros, los ovocitos en Metafase I (MI) en vías de maduración y aquellos en 

Metafase II (MII) como ovocitos maduros (Figura 9), se observaron con microscopio 

de epifluorescencia  a 460 nm de longitud de onda. 

  

 

 

Figura 9. Ovocitos en distintas etapas de maduración; A) Vesícula germinal (VG) 

cromatina compacta. B) Metafase I (MI) cromatina descondensada. C) Metafase II 

(MII) cromatina descondesada y expulsión del cuerpo polar. Tinción con Hoechst. 

Observados con microscopía de epifluorescencia a 40x.  
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8.3 Fertilización in vitro (FIV) 
 

Después de la MIV, se removieron las CC por acción mecánica. Los ovocitos 

se lavaron tres veces en medio de fertilización Tris Buffer Medium (TBM) 

suplementado con albúmina de suero bovino (BSA) al 0.4% y 2.5 mM de benzoato 

de cafeína. Se colocaron 35 ovocitos en cajas de 4 pozos con 50 µL de medio TBM 

suplementado con BSA y cubiertos con aceite mineral.  

Para realizar la FIV, se utilizó una muestra de semen, obtenida mediante la 

técnica de mano enguantada, proveniente de una granja de inseminación porcina 

comercial. El semen fue transportado a una temperatura de 16 °C en un máximo de 

2 horas.   

De la muestra de semen se evaluó la motilidad. En un tubo de 15 mL se 

colocaron 5 mL de semen y 5 mL de Solución Amortiguadora de Fosfatos Dulbeco 

(DPBS) suplementado con 0.1 g/L CaCl2 anhidro, 100 µg/ mL penicilina, 75 µg/ mL 

estreptomicina y 0.1% BSA a un pH de 7.2. Esta suspensión se centrifugó a 61 g  

durante 5 minutos, después se tomaron 5 mL del sobrenadante y se colocaron en 

un tubo de 15 mL con 5 mL de DPBS. Se centrifugó a 3500 rpm durante 5 minutos, 

se desechó el sobrenadante quedando solo el paquete celular al cual se le 

agregaron 10 mL de DPBS se centrifugó a 3500 rpm durante 5 minutos. Finalmente 

se desechó el sobrenadante y el paquete celular se diluyó con 100 µL de TBM. De 

esta suspensión se tomaron 10 μL se realizó una dilución 1:1000 y se procedió a 

contar los espermatozoides en una cámara de Neubauer.  

8.3.2 Inseminación in vitro  
 

En la caja de 4 pozos con 50 µL de TBM y con 35 ovocitos, se agregaron 50 µL 

de la dilución espermática por pozo a una concentración final de 5 x 105  

espermatozoides/mL y se coincubaron durante 6 horas. 
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Transcurrida la coincubación, se realizaron los lavados de la siguiente manera: 

los cigotos se lavaron tres veces en gotas con 50 µL de medio de desarrollo North 

Carolina State University-23 (NCSU-23) (Petters y Wells, 1993), suplementado con 

BSA al 0.4% a pH de 7.2- 7.4. Realizados los lavados, los cigotos se colocaron en 

cajas de 4 pozos con 500 µL de NCSU-23 en las condiciones anteriormente 

mencionadas y se incubaron durante 12 horas para la evaluación de la fertilización.  

8.3.3. Evaluación de la Fertilización in vitro  
 

Para evaluar la viabilidad y la fertilización se utilizó la técnica de doble tinción 

con MTT y Hoechst, descrita anteriormente. Para la evaluación de la FIV, fueron 

considerados los siguientes criterios: cigotos monospérmicos, cigotos con dos 

pronúcleos (PN) y cigotos con más de dos PN es decir, polispérmicos (Figura 10). 

Utilizando microscopía de epifluorescencia (ZEISS, Axiostar Plus).  

 

 

Figura 10. Cigotos teñidos con Hoechst. A) Cigoto con 2 PN (flechas blancas), 

monospérmico. B) Cigoto con 4 PN, polispérmico. Observados con microscopía de 

epifluorescencia a 40x. 
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8.4 Cultivo embrionario in vitro  
 

Para el DE temprano in vitro, se realizó la técnica de FIV anteriormente descrita 

y los cigotos permanecieron 144 horas en medio NCSU-23.  A las 48 horas, 

utilizando un microscopio invertido en campo claro (Olympus CK2, Japón), se 

realizó una observación de las primeras divisiones embrionarias y al término de las 

144 horas se evaluó el DE considerando mórulas y blastocistos (Figura 11 y 12).  

 

Figura 11. Evaluación del DE temprano in vitro a las 144 horas. Embriones de 2 a 

8 células (flechas azules), mórulas (flechas amarillas). Embriones no divididos 

(flecha verde).  
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Figura 12. Evaluación del DE temprano in vitro a las 144 horas. Embriones de 2 a 

8 células (flechas azules), mórulas (flechas amarillas), blastocistos (flechas rojas).  
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8.4.1 Evaluación de la viabilidad de embriones tempranos 

 
La viabilidad de los embriones se evaluó con la tinción de MTT. Se consideraron 

los siguientes criterios, embrión púrpura: vivo, embrión incoloro: muerto (Figura 13 

y 14).  

 

Figura 13. Evaluación de la viabilidad embrionaria a las 144 horas. A) Embrión en 

incoloro: muerto. B) Embrión purpura: vivo. Observados a 40x. 

 

 

Figura 14. Evaluación de la viabilidad embrionaria a las 144 horas. A) Embriones 

púrpura: vivos. B) Embriones incoloros: muertos. Observados en microscopio 

estereoscópico a 10x.  
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9. Diseño experimental 
 

 

 

 N= 5 ensayos por duplicado 

 n= 25 a 35 embriones por tratamiento (0, 50, 100 y 150 µM) 

 

9.1. Tratamiento con PFOA  

Para evaluar el efecto del PFOA en la viabilidad y en el DE, se utilizó el PFOA 

Sigma número de catálogo (171468-25G). Se preparó una solución patrón 20 mM 

del PFOA (utilizando DMSO como diluyente) a partir de la cual se preparó una 

solución de trabajo 2 mM (utilizando como diluyente NCSU-23 suplementado) para 

obtener las concentraciones finales para cada tratamiento (50, 100 y 150 µM). (Se 

describe en el Anexo 16.2).  
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10. Análisis Estadístico  
 

 La concentración letal 50 (CL50) se obtuvo por regresión lineal.  

 Para determinar el efecto del PFOA en la viabilidad y en las etapas del DE 

se utilizó el coeficiente de correlación de Spearman con un nivel de confianza 

de P<0.05.  
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11. Resultados  
 

11.1. Efecto del PFOA en la viabilidad de embriones expuestos durante 

144 h. 

 

Los resultados en la viabilidad de los embriones expuestos al PFOA durante 

144 horas, mostraron una disminución dependiente de la concentración. Cada 

tratamiento se hizo por duplicado.  

 

Los porcentajes de viabilidad fueron de 100, 77, 60, 49 % en las 

concentraciones de 0, 50, 100 y 150 µM, respectivamente. La CL50 del PFOA fue 

de 146 µM (Gráfica 1). El Coeficiente de Spearman mostró que hay un efecto 

concentración dependiente (R= -0.9299; P˂0.05).  

 

 

Gráfica 1. Efecto del PFOA en la viabilidad de los embriones expuestos (durante144 

h). La concentración a la que la viabilidad disminuye al 50% fue CL50= 146 μM. (R=-

0.9299; P˂0.05) (N=5, n=1080 embriones). Los datos se encuentran normalizados. 
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En la siguiente tabla se muestran los datos sin normalizar de la gráfica 1 con 

sus respectivos porcentajes.  

 

Tratamiento PFOA 
 (µM) 

Viabilidad  
(%) 

0 167/269 (62) 

50 127/270 (47) 

100 100/271 (37) 

150 84/270 (31) 

 

Tabla 1.  Efecto del PFOA en la viabilidad de los embriones expuestos (durante144 

h). (N=5, n=1080 embriones). Datos no normalizados.  
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11.2. Efecto del PFOA sobre el desarrollo embrionario total a las 144 h 

de cultivo in vitro. 

 

Los porcentajes totales del DE en cualquier estado de división expuestos al 

PFOA durante 144 horas, fueron de 100, 80, 77 y 67 % en las concentraciones de 

0, 50, 100 y 150 µM respectivamente (Gráfica 2). El Coeficiente de Spearman 

mostró que hay un efecto concentración dependiente (R= -0.8873; P˂0.05). 

 

 

Gráfica 2. Efecto del PFOA en la división de los embriones expuestos durante 144 

horas. (R= -0.8873; P˂0.05), (N= 5 n=1080 embriones). Los datos se encuentran 

normalizados.  
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En la siguiente tabla se muestran los datos sin normalizar de la gráfica 2 con 

sus respectivos porcentajes.  

 

Tratamiento PFOA 
 (µM) 

DE Total  
(%) 

0 171/269 (64) 

50 135/270 (50) 

100 131/271 (48) 

150 113/270 (42) 

 

Tabla 2.  Efecto del PFOA en la división de los embriones expuestos durante 144 

horas. (N=5, n=1080 embriones). Datos no normalizados. 
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11.3. Efecto del PFOA sobre estadios embrionarios en 2- 8 células a las 

144 h de desarrollo. 

 

Los porcentajes en la obtención de embriones en estadios de 2-8 células, 

expuestos al PFOA durante 144 horas fueron de un 100 % en el grupo control, sin 

embargo hubo un aumento del 8, 21 y 7% en las concentraciones de 50, 100, 150 

µM respectivamente (Gráfica 3). 

Los resultados se evaluaron con el Coeficiente de Correlación de Spearman, el 

cual mostró que no hay un efecto concentración dependiente (R= 0.0787; P>0.05).  

 

Gráfica 3. Efecto del PFOA en la obtención de embriones en etapa de 2-8 células 

a las 144 horas. (R= 0.0787; P>0.05) (N= 5 n=1080 embriones). Los datos se 

encuentran normalizados.  
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En la siguiente tabla se muestran los datos sin normalizar de la gráfica 3 con 

sus respectivos porcentajes. 

 

Tratamiento PFOA 
 (µM) 

2-8 Células  
(%) 

0 70/269 (26) 

50 83/270 (31) 

100 92/271 (34) 

150 81/270 (30) 

 

Tabla 3. Efecto del PFOA en la obtención de embriones en etapa de 2-8 células a 

las 144 horas. (N= 5 n=1080 embriones). Datos no normalizados.  
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11.4. Efecto del PFOA sobre el estadio de mórula a las 144 h de 

desarrollo. 

 

Los porcentajes de embriones en etapa de mórula obtenidos después de la 

exposición al PFOA durante 144 horas fueron de 100, 67, 51 y 43 % en las 

concentraciones de 0, 50, 100 y 150 µM respectivamente (Grafica 4). Los resultados 

se evaluaron con el Coeficiente de Correlación de Spearman, el cual indicó que hay 

un efecto concentración dependiente (R= -0.8795; P˂0.05).  

 

 

 

Gráfica 4. Efecto del PFOA sobre la obtención de los embriones en etapa de mórula 

a las 144 horas. (R= -0.8795; P˂0.05). (N= 5 n=1080 embriones). Los datos se 

encuentran normalizados.   
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En la siguiente tabla se muestran los datos sin normalizar de la gráfica 4 con 

sus respectivos porcentajes. 

 

Tratamiento PFOA 
 (µM) 

Mórulas  
(%) 

0 75/269 (28) 

50 50/270 (19) 

100 38/271 (14) 

150 32/270 (12) 

 

Tabla 4. Efecto del PFOA sobre la obtención de los embriones en etapa de mórula 

a las 144 horas. (N= 5 n=1080 embriones). Datos no normalizados.   
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11.5. Efecto del PFOA sobre la obtención de embriones en la etapa de 

blastocisto  las 144 h de desarrollo.  

 

Los porcentajes de embriones obtenidos en etapa de blastocisto después de la 

exposición al PFOA durante 144 horas fueron de 10 y 2 % en los tratamientos de 0 

y 50 µM respectivamente. En los tratamientos de 100 y 150 µM no hubo desarrollo 

de blastocistos (Tabla 5). Los datos se analizaron con el Coeficiente de Correlación 

de Spearman, el cual indicó que hay un efecto concentración dependiente (R=-

0.878; P˂0.05).  

 

Tratamiento PFOA 
(µM) 

Blastocistos 
(%) 

0 26/269 (10) 

50 5/270 (2) 

100 1/271 (0) 

150 0/270 (0) 

 

Tabla 5. Blastocistos obtenidos después de la exposición al PFOA. (R=-0.878; 

P˂0.05) (N= 5 n=1080 embriones).  
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12. Discusión  

La aplicación de técnicas de reproducción asistida tales como la MIV, FIV y la 

producción in vitro de embriones (PIVE) en el porcino, son relevantes para la 

investigación biomédica debido a las similitudes fisiológicas con el ser humano y su 

posible extrapolación a nuestra especie (Ruiz, 2010). El cerdo ha sido utilizado 

como un modelo de investigación para la obtención de células madre y en la 

producción de animales genéticamente modificados para los xenotrasplantes (Gil et 

al., 2010). La disponibilidad y bajo costo de los ovarios porcinos de rastro han sido 

ampliamente utilizados como una fuente abundante de ovocitos para la realización 

de investigaciones en biología de la reproducción animal (Grupen, 2014).  

Los procesos reproductivos pueden alterarse por diversos factores, entre ellos 

los ambientales. El aumento en la actividad industrial mundial ha expuesto a los 

seres vivos a una amplia variedad de sustancias químicas que pueden representar 

una amenaza para la salud. Diversos estudios han demostrado que ciertos 

productos químicos industriales, como los CPFs, pueden tener efectos negativos 

sobre la reproducción como; acortar ciclos menstruales, incrementar los abortos 

espontáneos, disminuir la viabilidad y maduración de ovocitos en cultivos in vitro 

(Domínguez et al., 2016; Karwacka et al., 2017; Lum et al., 2017). 

Los CPFs han llamado la atención debido a que una vez liberados al ambiente 

son resistentes a la degradación por fotólisis e hidrólisis (Gorrochategui et al., 2014). 

Es por ello que su presencia en el ambiente representa riesgo para la salud de la 

población mundial, estudios realizados en varios países indican la presencia del 

PFOA en agua y sedimento (Chen et al., 2017). Además su amplio uso en la 

industria y su acumulación en organismos acuáticos favorecen la exposición en 

seres humanos, siendo la ingesta la principal vía de exposición. Una vez dentro del 

organismo, los CPFs pueden interferir con el metabolismo y la homeostasis 

incluyendo los procesos de reproducción. Lo anterior es importante ya que diversos 
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estudios reportan su presencia en suero sanguíneo humano, fluido folicular, cordón 

umbilical, placenta y leche materna  (Stein et al., 2014).  

Diferentes investigaciones muestran que el PFOA está relacionado con 

alteraciones en la fertilidad femenina, sin embargo, se trata de estudios in vivo con 

personas no ocupacionalmente expuestas a este toxico, por lo que es importante 

analizar y mostrar el efecto in vitro que este compuesto puede tener en la 

reproducción, en este caso en el DE temprano. Este modelo in vitro permite conocer 

el impacto del PFOA en el desarrollo del embrión, cabe mencionar que la respuesta 

obtenida in vivo puede ser diferente por la participación de diversos factores dentro 

del organismo como el transporte sanguíneo, la acumulación en órganos o tejidos y 

la excreción  (Silbergeld, 2001), además de la presencia de otros tóxicos en el 

ambiente.  

12.1. Efecto del PFOA en la viabilidad de embriones expuestos durante 

144 horas.  

Los resultados presentados en este trabajo muestran que la viabilidad de los 

embriones expuestos al PFOA durante el cultivo resultó afectada de manera 

concentración dependiente, ya que conforme se incrementó la concentración del 

PFOA disminuyó el número de embriones vivos. Se determinó que la CL50 del PFOA 

fue de 146 μM. Esta concentración es menor a la reportada en plasma sanguíneo 

de trabajadores ocupacionalmente expuestos, la cual fue de 276 μM (Slotkin et al., 

2008), lo que implicaría que la fertilidad de esta población podría tener problemas 

de fertilidad dado que las concentraciones en plasma sanguíneo son mayores a las 

utilizadas en este estudio.  

En otra investigación se evaluó la fertilidad en mujeres sometidas a programas 

de técnicas de reproducción asistida, específicamente FIV y transferencia 

embrionaria y se reportó una relación entre la concentración de una mezcla de CPFs 

13 ng/mL (0.026 μM) presentes en el fluido folicular, con una disminución en las 

tasas de fertilización y de transferencia embrionaria (Governini et al., 2011). Aunque  
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la CL50 en este trabajo es de 146 µM, resulta relevante ya que las diferencias 

encontradas pueden deberse a varias razones, entre ellas puede mencionarse que 

en nuestro modelo de estudio los embriones estuvieron expuestos al PFOA durante 

144 horas, en comparación con el estudio reportado en donde las mujeres fueron 

expuestas a la contaminación industrial desde antes de la ovulación, aunado a que 

contenían una mezcla de CPFs en el fluido folicular. Además en el estudio de 

Governini et al., 2011, la exposición a los CPFs fue in vivo donde existen más 

variables, mientras que el presente trabajo fue in vitro y con condiciones controladas 

siendo la única variable la concentración del PFOA. Los resultados del presente 

trabajo podrían dar una posible explicación para entender la baja fertilidad in vivo. 

 

Una posible explicación por la cual el PFOA afectó la viabilidad de los 

embriones puede deberse a procesos de muerte celular ya que se ha reportado que 

el PFOA activa la vía apoptótica mitocondrial intrínseca en hepatocitos y en células 

del colon  humana, iniciando con la activación del receptor pregnano (PXR) el cual 

se ha caracterizado como sensor de xenobióticos (regulando la expresión de genes 

implicados en el metabolismo y eliminación de fármacos), las señales de apoptosis 

pueden ser disparadas por la activación de PXR por el PFOA, desencadenando la 

vía apoptótica. Otra señal puede ocurrir por la generación de especies reactivas de 

oxigeno (EROS), las cuales dañan el ADN provocando la activación de p53 la cual 

activa la expresión de genes apoptóticos, resultando en muerte celular (Liu et al., 

2017). 

 

Otro estudio indicó que la exposición al PFOA genera estrés oxidativo, cuando 

la administración por ingesta en ratones gestantes inhibió significativamente la 

función lútea a través del estrés oxidativo disminuyendo actividad de enzimas 

antioxidantes como la catalasa y la superóxido dismutasa, además incrementó la 

expresión de proteínas apoptóticas tales como BAX y P53 (Chen et al., 2017). Se 

sabe que una excesiva generación de EROS puede provocar estrés oxidativo, por 

lo que el PFOA podría estar involucrado con la fisiopatología de varias 
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enfermedades del sistema reproductor femenino tales como la endometriosis, el 

síndrome de ovario poliquístico y abortos espontáneos (Sharma y Agarwal, 2004). 

La disminución de la viabilidad de embriones en este estudio puede haber ocurrido 

por estrés oxidativo que pudo conducir hacia la vía de apoptosis, con lo cual podría 

estar promoviendo problemas de infertilidad al disminuir la viabilidad embrionaria. 

 

12.2. Efecto del PFOA sobre el DE in vitro durante 144 horas. 

 

La evaluación del DE total después de la exposición al PFOA, tuvo un efecto 

dependiente de la concentración, se hizo una evaluación de las diferentes etapas 

embrionarias para determinar el efecto que el PFOA podría provocar. La evaluación 

de los embriones divididos en 2 a 8 células no mostró efecto en ninguno de los 

tratamientos, sin embargo, el efecto del PFOA se aprecia en las etapas posteriores 

del desarrollo, principalmente mórula y blastocisto. Las explicaciones por las cuales 

el PFOA provoca una baja formación de mórulas se describen a continuación. 

Los CPFs pueden interactuar con el ADN, rompiendo los enlaces covalentes 

originado un cambio conformacional e incluso afectar los procesos de replicación, 

reparación y expresión génica (Zhang et al., 2009). Se sabe que durante las etapas 

más tempranas de los embriones (2-8 células), es donde se encuentran más 

susceptibles a experimentar daños en el ADN (Hamdoun y Epel, 2007), y es también 

en estas etapas donde ocurre el proceso de activación del genoma embrionario que 

origina cambios morfológicos y bioquímicos en el embrión que le permiten continuar 

con el proceso de desarrollo hacia etapas de desarrollo posterior (Oestrup et al., 

2009), es decir mórulas y blastocistos. La presencia del PFOA durante la etapa de 

2 a 8 células puede ser crucial para que no se lleve a cabo la exitosa activación del 

genoma embrionario, conduciendo a la baja formación de mórulas y por 

consiguiente disminuir, arrestar e incluso impedir la formación de blastocistos. 
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Se ha demostrado la participación del PFOA en la generación de estrés 

oxidativo en células de mamíferos generando el incremento de las EROS y con ello 

se alteran moléculas tales como los lípidos, las proteínas y el ADN. También 

provoca daño en mitocondrias, bloqueo de células embrionarias, agotamiento de 

ATP, apoptosis y fragmentación. El bloqueo en la etapa de 2 células embrionarias 

está asociado con una explosión oxidativa, lo que sugiere que el embrión puede ser 

particularmente vulnerable a las EROS en esta etapa. El daño ocurrido en el 

embrión resultará en apoptosis y fragmentación del ADN o mortalidad en etapas 

posteriores. Cuando hay un daño genético algunos embriones pueden llegar a la 

etapa de blastocisto, sin embargo, la selección natural garantiza que la mayoría de 

ellos termine en un aborto (Sharma y Agarwal, 2004). Esta puede ser una de las 

causas de la baja formación de mórulas y blastocitos, en presencia del PFOA que 

podría haber provocado un estrés oxidativo en los embriones dañando al ADN 

reduciendo con ello el potencial del DE y que redundaría en una baja formación de 

mórulas y blastocistos. Esto mostraría su participación en la disminución de la 

fertilidad femenina.  

Otra posible explicación por la cual ocurre una baja formación de mórulas es 

que el PFOA pueda estar interfiriendo en la funcionalidad de moléculas como la 

Cadherina-E, una proteína relacionada con la formación de uniones adherentes, la 

cual se une a proteínas citoplasmáticas como cateninas y posteriormente a 

filamentos de actina. Los complejos de cadherina son importantes ya que favorecen 

la unión entre los blastómeros permitiendo que ocurra la compactación embrionaria 

lo cual da lugar a la formación de mórula (Trejo et al., 2008).   

Además se ha reportado la participación de los CPFs en la alteración en la 

homeostasis del Calcio en células somáticas y durante la MIV de ovocitos  

(Domínguez et al., 2019), por lo cual la presencia del PFOA en el cultivo embrionario 

podría estar afectando el equilibrio en los niveles de Calcio promoviendo la 

descompactación de los embriones y de esta manera afectar el progreso en la etapa 
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de mórula (Kleszczyński y Składanowski, 2011). Cabe mencionar la importancia del 

Calcio en el citoesqueleto, ya que participa en la redistribución de las moléculas de 

adhesión celular y de los microfilamentos de actina, antes de que ocurra la 

compactación de los embriones. La homeostasis de Calcio en los embriones 

compactos es muy importante ya que se ha reportado que una desestabilización en 

los niveles de Calcio o el bloqueo de los canales de este ión, provoca la 

descompactación embrionaria (Trejo et al., 2008). 

Finalmente en la obtención de blastocistos en el grupo control se obtuvo un 

porcentaje del 10% (que se encuentra en el rango de los estudios in vitro con este 

modelo), mientras que en la concentración de 50 µM se obtuvo un 2% y en los otros 

tratamientos no se desarrolló ningún blastocisto. Este efecto negativo puede 

deberse a que el daño pudo ocurrir en etapas más tempranas del desarrollo en el 

genoma embrionario, generación de EROS y alteración en la funcionalidad de la 

cadherina o en las uniones comunicantes, lo que repercutió en el desarrollo de los 

embriones hacia la etapa de blastocisto.  

Una explicación más sobre la baja formación de blastocistos puede deberse a 

que se ha demostrado que los CPFs alteran la funcionalidad de las uniones 

comunicantes durante la maduración de ovocitos porcinos (Domínguez et al., 2016). 

La funcionalidad de las uniones comunicantes tipo hendidura durante la formación 

de blastocistos es muy importante entre los blastómeros internos, ya que permiten 

la comunicación intercelular y el intercambio de sustancias y moléculas como AMPc 

y Calcio, las cuales son necesarias en la coordinación de las divisiones celulares 

para el progreso de los embriones (Trejo et al., 2008), es posible que el PFOA haya 

alterado la funcionalidad de estas uniones repercutiendo en una baja o nula 

formación de blastocistos en los tratamientos con este perfluorado. Sin embargo, se 

requieren más estudios para corroborarlo. 
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13. Conclusión  
 

 En este trabajo, de acuerdo a los resultados obtenidos se muestra que la 

exposición al PFOA afecta la reproducción, ya que redujo la viabilidad y el 

desarrollo de los embriones porcinos.  

 

 El presente estudio permitió determinar que el PFOA presente en el medio 

de cultivo embrionario afectó la viabilidad de los embriones a una CL50 de 146 

µM, con efecto concentración dependiente.  

 

 El DE analizado a las 144 horas de exposición al PFOA, demostró que este 

compuesto permite el desarrollo en las etapas más tempranas, es decir, en 

embriones de 2 a 8 células.  

 

 Al realizar la evaluación de las diferentes etapas, se mostró que el PFOA 

afecta la formación de mórulas y en blastocistos llega a inhibirse a partir de 

la concentración de 50 µM de manera concentración dependiente.  
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14. Perspectivas  
 

 Realizar más estudios para determinar los mecanismos moleculares por los 

cuales el PFOA está disminuyendo la viabilidad de los embriones. 

  

 Diseñar experimentos con marcadores celulares para conocer las causas y 

comprobar nuestras hipótesis del por qué el PFOA está reduciendo el 

potencial de desarrollo de los embriones hacia el progreso a las etapas 

posteriores, es decir mórulas y blastocistos.  

 

 Realizar la exposición a diferentes tiempos para comprobar cuál es la etapa 

más susceptible al daño por la exposición al PFOA.  
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16. Anexos 

16.1. Medios de Cultivo 
 

TL-HEPES-PVA 

Componente PM mM g/1000 mL 

NaCl 58.45 114 6.6633 

KCl 74.55 3.20 0.2386 

NaH2PO4 120.00 0.34 0.0408 

Lactato de Na 112.10 10.00 1.4 ml 

MgCl2 6H2O 203.30 0.50 0.1017 

HEPES 238.30 10.0 2.3830 

Piruvato de Na 110.00 0.20 0.0220 

Sorbitol 182.20 12.00 2.1860 

NaHCO3 84.00 2.00 0.1680 

Gentamicina 575.67  0.0250 

Penicilina G 372.5  0.0650 

PVA   0.1000 

CaCl 2H2O ** 147.00 2.00 0.2940 

 

 ** Agregar al final  

 Utilizar Agua desionizada 

 Ajustar pH a 7.3 - 7.4 con “Na OH” o “HCl” 1N 

 Filtrar y almacenar a 4 °C 
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Medio de maduración TCM- 199 

TCM-199 suplementado con: 

 

PVA 0.1 % 10 g/L 

D-Glucosa 3.05 mM 0.5496 g/L 

Piruvato de sodio 0.91 mM 0.1 g/L 

Penicilina 75 µg/mL  

Estreptomicina 50 µg/mL  

 

Medio TCM-199 se suplementa con: 

 

EGF 10ng/mL 

Cisteína 0.57 mM 

LH 0.5 µg/mL 

FSH 0.5 µg/mL 

 

 Filtrar y almacenar a 4°C en un máximo de 3 semanas. 
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Medio de Fertilización TBM 

Componente mM g /200 mL g /100 mL 

NaCl 113.1 1.32 0.6611 

KCl 3.0 0.0448 0.0224 

CaCl2  2 H2O 7.5 0.2204 0.1102 

Tris (Base) 20,0 0.4846 0.2423 

Glucosa 11.0 0.3964 0.1982 

Piruvato de Na 5.0 0.11 0.055 

 

 Utilizar agua desionizada 

 No ajustar el pH 

 Filtrar y almacenar a 4°C en un máximo de 3 semanas. 

 

Medio de lavado de espermatozoides DPBS 

Suplementar con: 

Componente g/250 mL de DPBS 

CaCl 2 0.025 

Penicilina 0.025 

Estreptomicina 0.0187 

 

 Ajustar el pH 7.2-7.3 

 Filtrar  
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Medio de Cultivo Embrionario NCSU-23 

Componente Mm g/100 mL g/50 mL 

NaCl 108.73 0.6355 0.31775 

KCl 4.78 0.0356 0.0178 

KH2PO4 1.19 0.0162 0.0081 

MgSO4  7H2O 1.19 0.0293 0.0121 

D-Glucosa 5.55 0.1 0.05 

Glutamina 1.00 0.0146 0.0073 

Taurina 7.00 0.0876 0.0438 

Hipotaurina 5.00 0.0546 0.0273 

NaHCO3 25.07 0.2106 0.1053 

CaCl2  2H2O 1.70 0.025 0.0125 

Penicilina G 75 µg/mL 0.0075 0.00375 

Estreptomicina 50 µg/mL 0.005 0.0025 

 

 Utilizar agua desionizada  

 Ajustar pH 7.7-7.3 

 Filtrar y almacenar a 4°C en un máximo de 3 semanas 
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16.2. Tratamiento con PFOA 
 

Solución de trabajo:   

100 µL del PFOA + 900 µL Medio NCSU-23= 1mL (2 mM) 

Concentración 
del PFOA  

(µM) 
DMSO (%) 

PFOA (Solución 
de trabajo a 2mM) 

(µL) 

Medio NCSU-23 
(µL) 

50 0.25 12 488 

100 0.5 25 475 

150 0.75 37 463 
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