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RESUMEN 

Durante el siglo XX, se ha producido un aumento de los productos en el medio 

ambiente que pueden ser perjudiciales para la función reproductiva en 

humanos. Por lo tanto, al comenzar el siglo XXI, es conveniente evaluar las 

futuras direcciones en el campo de la toxicología reproductiva. En las últimas 

décadas, millones de toneladas de productos químicos sintéticos se han fabricado 

y liberado al ambiente.  

Los humanos han estado expuestos constantemente a agentes potencialmente 

tóxicos ya sea de una manera directa o indirecta, y poco se sabe sobre los 

efectos adversos que estos pueden causar sobre las células germinales. Se ha 

reportado que niveles elevados de ácido perfluorooctanoico (PFOA) están 

relacionados con subfecundidad, en tanto que niveles elevados de compuestos 

perfluorados en el suero humano se han asociado con una reducción en el 

número de espermatozoides normales por eyaculado. Sin embargo, los efectos 

del PFOA en la ovogénesis de mamíferos no se ha explorado.  

En este estudio se determinó la toxicidad del PFOA en la ovogénesis temprana de 

ratón, la viabilidad de los ovocitos se determinó mediante el conteo de éstos en 

los explantes y con tinción de MTT. Se determinó la concentración letal 50 (CL50) 

de PFOA en ovocitos de ratón la cual fue de 112.86µM. Además de la viabilidad 

se estudiaron dos parámetros, la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ERO) y el tipo de muerte celular causados por PFOA. En el caso de los dos 

parámetros anteriores (ERO y muerte celular) se observó que son dependientes 

de la concentración, generándose ERO, y muerte celular tanto necrosis como 

apoptosis en la concentración de 28µM (¼ de la CL50); En la concentración 

112.86µM se incrementaron ambos parámetros. Este estudio aporta datos acerca 

del riesgo que representa este compuesto perfluorado para la ovogénesis de 

varias especies de mamíferos, incluida la especie humana, en tanto que el 

investigar el tipo de muerte celular causado por PFOA en los ovocitos será útil 

para entender los mecanismos moleculares por los que este xenobiótico causa 

daño celular. 
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ABSTRACT 

During the 20th century, there has been an increase in environmental products 

that may be detrimental to human reproductive function. Therefore, at the 

beginning of the 21st century, it is convenient to evaluate future directions in the 

field of reproductive toxicology. In the last decades, millions of tons of synthetic 

chemicals have been manufactured and released to the environment. 

 

Humans have been constantly exposed to potentially toxic agents either directly or 

indirectly, and little is known about the adverse effects these can cause on germ 

cells. Elevated levels of perfluorooctanoic acid (PFOA) have been reported to be 

related to subfeeding, while elevated levels of perfluorinated compounds in human 

serum have been associated with a reduction in the number of normal 

spermatozoa per ejaculate. However, the effects of PFOA on mammalian 

oogenesis have not been explored. 

 

In this study, we determined the toxicity of PFOA in early oogenesis of mouse, the 

viability of the oocytes was determined by counting them in the explants and MTT 

staining. The lethal 50 (LC50) concentration of PFOA in mouse oocytes was 

112.86 µM. To determine the toxicity of PFOA, in addition to viability two 

parameters were studied: generation of reactive oxygen species (ROS) and type 

of cell death. In the case of the two previous parameters (ERO and cell death), 

they were found to be concentration dependent, generating ROS and necrotic and 

apoptotic cell death in the concentration of 28 µM (¼ of the LC50); At 112.86 µM 

both parameters were increased. This study provides data on the risk of this 

perfluorinated compound for oogenesis of several mammalian species, including 

the human species, while investigating the type of cell death caused by PFOA in 

oocytes will be useful for understanding the molecular mechanisms by which this 

xenobiotic causes cellular damage. 
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1 INTRODUCCIÓN. 

Las células germinales primordiales (PGC) que migran a las crestas gonadales 

requieren de procesos adecuados de proliferación, así como de diferenciación a 

gametos maduros, espermatozoides en machos u ovocitos en hembras (Sun et al., 

2014). Las células de la línea germinal son responsables de la transmisión de la 

información genética y epigenética entre generaciones, y garantizar la creación de 

nuevos individuos. La formación de los ovocitos en las hembras, es un evento 

temprano en el desarrollo embrionario que se produce cuando las PGC migran 

hasta la cresta gonadal antes de diferenciarse en ovocitos. Durante el desarrollo 

fetal las PGC del ovario pasan por diferenciación. Inicialmente se transforman en 

ovogonias por sucesivas divisiones mitóticas, las cuales dan lugar a los ovocitos 

primarios al iniciarse la primera división meiótica. En las hembras, toda la 

población de ovocitos entra en meiosis sincrónicamente en la vida fetal. Justo 

antes o poco después del nacimiento se produce la primera detención de la 

meiosis en el estadio de diploteno de la profase I (estadio dictioteno). En este 

momento, el ovocito comienza a ser rodeado por células pregranulosas que 

forman una membrana basal alrededor de las mismas, generando el 

compartimento folicular (Gomez, 2010). En mamíferos, las hembras nacen con un 

número finito de células germinales (ovocitos) encerrados en folículos 

primordiales. Estos últimos, están formados de un ovocito detenido meióticamente 

en la etapa de Profase I, rodeado por células de la granulosa; la mayoría de los 

ovocitos permanecen en estado inactivo durante muchos años en los humanos, 

hasta alcanzar la pubertad (Sobinoff et al., 2010) donde por la acción de la 

hormona luteinizante (LH) y de la hormona folículo estimulante (FSH) se reanuda 

la meiosis, hasta su maduración (Gilbert, 2005). 
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1.1 Toxicología reproductiva. 

Una de las ramas de la toxicología es la toxicología reproductiva, la cual estudia 

los efectos perjudiciales producidos por agentes químicos exógenos (xenobióticos) 

en la reproducción; por ejemplo, sobre los procesos reproductivos en hembras en 

las que se incluyen etapas como el estro, la fertilización, la gestación o la 

lactancia. Por otro lado, la toxicología del desarrollo estudia las alteraciones 

producidas en la descendencia como resultado de la exposición de hembras 

gestantes o lactantes a estos agentes (Bonilla, 2000) 

 

Dentro de los xenobióticos se incluyen agentes químicos naturales (hidrocarburos 

y metales pesados) o sintéticos (herbicidas, insecticidas y compuestos 

perfluorados) los cuales pueden afectar cualquiera de las etapas del ciclo 

reproductivo e interferir en la reproducción o desarrollo pre o postnatal de los 

individuos (Bonilla, 2000). 

 

Los daños causados en los ovarios por xenobióticos es un tema de preocupación, 

debido al papel fundamental de estos órganos en la reproducción (Hoyer y 

Keating, 2014). Las células de la línea germinal son responsables de la 

transmisión de la información genética y epigenética entre generaciones, la cual 

garantizar la creación de nuevos individuos (Sun et al., 2014). 

 

El daño inducido por xenobióticos a los folículos primordiales puede provocar 

insuficiencia ovárica, que afecta a los folículos en crecimiento más grandes y 

retrasa la ovulación, causando así infertilidad (Hoyer y Keating, 2014). La tasa de 

pérdida de los folículos primordiales está determinada por influencia genética y 

ambiental, pero ciertas exposiciones a tóxicos pueden acelerar el proceso de 

insuficiencia ovárica prematura y, en consecuencia, la prematura entrada a la 

menopausia (Connie et al., 2011).  



 3 

 

Los folículos primordiales no son el único blanco de los reprotóxicos, es decir, los 

folículos pueden ser afectados en todas las etapas del desarrollo por la exposición 

a xenobióticos que provocan efectos adversos en la foliculogénesis, en la 

competencia de los ovocitos, en la ovulación y sobre la producción de hormonas. 

Por lo tanto, la exposición a estos agentes representa un riesgo significativo para 

la salud (Bhattacharya y Keating, 2011). 

 

El daño producido por xenobióticos a la población de folículos antrales es 

significativo, ya que podría resultar en una reducción de la fertilidad y principios de 

la senescencia reproductiva. Además, los folículos antrales son responsables de la 

síntesis de las hormonas esteroides (estrógenos, andrógenos, y progesteronas); 

por lo que lesiones a esta población de folículos podría impedir la secreción de 

hormonas, y resultar en niveles de la hormona atípicos, causando ciclicidad 

anormal (Miller et al., 2006) 
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1.2 Compuestos perfluorados 

Los compuestos perfluorados (PFCs, por sus siglas en inglés), son sustancias 

químicas producidas desde la década de 1950, que se caracterizan por la 

presencia de fuertes enlaces carbono-flúor unidos por enlaces covalentes y un 

grupo funcional (carboxilo o sulfhídrilo) estos se dividen en Perfluoroalquil- 

sulfonatos como el ácido perfluorooctano sulfónico (PFOS) ácido 

perfluorohexanosulfónico (PFHxS) y los Perfluoroalquil-carboxilatosentre los que 

se encuentran el ácido perfluooctanoico (PFOA) y el ácido perfluorodecanoico 

(PFDA). Se utilizan en una amplia gama de aplicaciones industriales y de 

consumo alimenticio (Fei et al., 2009; Whitworth et al., 2012; Yang et al., 2014; 

Florentin et al.,2011). 

 

Los PFCs son contaminantes persistentes en el ambiente; son ampliamente 

utilizados y los podemos encontrar en telas, alfombras, envases de alimentos, 

utensilios de cocina (sartenes antiadherentes), insecticidas, espumas de extintores 

y diversos productos para el hogar. En la industria se emplea en tensoactivos y 

emulsionantes (Potera, 2009). 

 

Los PFCs más conocidos son el sulfonato de perfluorooctano (PFOS), el ácido 

perfluorooctanoico (PFOA) y sus derivados que pertenecen al grupo de sustancias 

perfluoroalquiladas. Los PFCs son resistentes a la degradación ambiental, y 

algunos de ellos se han descubierto como contaminantes globales del aire, agua y 

suelo. En el año 2000, la producción de PFOS se estimó en más de 3,500 

toneladas y un exceso de 500 toneladas más para PFOA (Jensen y Leffers, 2008; 

Lau et al., 2006). 

 

Los PFOA y PFOS no se metabolizan y tienen una vida media en humanos de 

alrededor de 4 y 5 años, respectivamente. La vía de exposición es a través de la 

ingesta oral o inhalado y, en menor medida, a través de la exposición cutánea (Fei 

et al., 2007). La reciente detección de compuestos perfluorados en la vida silvestre 
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en incluso en lugares remotos como zonas polares, ha despertado el interés 

debido a su aparición en el ambiente y a los efectos que provocan estos agentes 

químicos. Aunque cada vez se sabe más sobre la distribución mundial de los 

PFCs, todavía hay poca información disponible sobre sus efectos en la vida 

silvestre (Hu et al., 2003).  

 

La bioacumulación también ocurre en los seres humanos, y prácticamente todas 

las personas en el planeta tiene trazas de estos PFC en la sangre y órganos 

internos como el hígado, riñones, bazo, vesícula biliar y en las gónadas. En la 

sangre, el PFOS y el PFOA se unen a las proteínas séricas. La toxicidad aguda de 

las sustancias polifluoradas es moderada pero algunos PFCs puede inducir la 

proliferación de peroxisomas en el hígado de rata y puede cambiar la fluidez de las 

membranas celulares. Algunas de estos PFCs, como PFOS y PFOA, son 

considerados potenciales tóxicos sobre el desarrollo, se sospecha que actúan 

como disruptores endocrinos modificando los niveles de hormonas sexuales; por 

ejemplo, aumentan los niveles de estradiol y bajan los niveles de testosterona 

(Jensen y Leffers, 2008). Se ha reportado que concentraciones elevadas de PFOS 

y PFOA están relacionadas con subfecundidad, en tanto que niveles elevados de 

PFCs en el suero humano se han asociado con una reducción en el número de 

espermatozoides normales por eyaculado (Joensen et al., 2009).  

 

La amplia distribución de los perfluorados en el medio ambiente, su 

bioacumulación en los seres humanos y la vida silvestre, así como el aumento de 

evidencias de la toxicidad reproductiva y sobre desarrollo han llamado la atención 

por parte de los organismos públicos y reguladores (Takacs y Abbott, 2006; Hu y 

Hu, 2009). Uno de los principales mecanismos de acción de PFCs es a través de 

los receptores activados por prolifedores de peroxisomas o PPAR. Los PPAR son 

factores nucleares descubiertos por su capacidad de responder a los xenobióticos 

con proliferación de peroxisomas en el hígado de los roedores. Los PPARs 

pertenecen a una superfamilia de receptores que funcionan como factores de 

transcripción que regulan cambios en la expresión génica del PPARa, en la 
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activación del receptor androstano constitutivo (CAR) y en el receptor X de 

pregnanos y que, mediante la formación de peroxisomas, intervienen en 

importantes procesos tales como la diferenciación celular, la organogénesis, el 

metabolismo de carbohidratos, lípidos, proteínas y en la tumorogénesis (Pereiro y 

Lafuente, 2012; Schrader yFahimi, 2006) 

 

Los PPARs existen en tres isoformas (a,b y d), que se expresan con predominio 

de unas u otras en dependencia del tejido que se trate. Cada isoforma es activada 

preferentemente por algún proliferador específico e interviene en procesos 

metabólicos diferentes, acorde con la fisiología y el metabolismo de los tejidos 

donde se expresan (Desouza y Fonseca, 2009). El PPARα se expresa 

principalmente en órganos y tejidos donde es muy importante el catabolismo de 

ácidos grasos y de glucosa para la producción de energía como el hígado y los 

músculos (Pereiro y Lafuente, 2012; Ferrer, 2014; Schiffrin, 2003). 

 

Los compuestos Proliferadores de peroxisomas comprenden una familia muy 

grande de químicos, incluyendo muchos compuestos químicos como ftalatos y 

ácido graso perfluorados, productos agroquímicos como los ácidos fenoxiacético e 

importantes fármacos como el ácido acetilsalicílico y agentes hipolipidémicos, 

tales como los derivados de fibrato. Los efectos más ampliamente caracterizados 

de la proliferación de peroxisomas en roedores es el aumento en el número y 

tamaño de los peroxisomas, la hipertrofia del hígado, así como un incremento en 

la β–oxidación de ácidos grasos por parte de los peroxisomas hepáticos. El 

tratamiento prolongado de los roedores con los proliferadores de peroxisomas da 

como resultado la formación de tumores en el hígado (Yang et al., 2000; Schrader 

y Fahimi, 2004). 

En células somáticas está bien documentado que diferentes PFCs interfieren con 

las uniones intercelulares comunicantes, también llamadas de hendidura o 

uniones Gap (Upham et al., 2009; Upham et al., 1998). Las uniones comunicantes 

Gap son conjuntos de canales de membrana intercelulares que permiten a las 

células adyacentes compartir moléculas pequeñas (<1 kDa). Estas uniones 
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comunicantes se componen de conexinas, una familia homóloga de más de 20 

proteínas (Kidder y Mhawi, 2002). 

 

En el desarrollo de los folículos, la comunicación entre células somáticas y el 

ovocito es esencial para el crecimiento de los ovocitos y la regulación de la 

maduración meiótica. En particular, las células de la granulosa proporcionan 

nutrientes y señales moleculares que regulan el desarrollo de los ovocitos. Los 

ovocitos, por otra parte, promueven la organización del folículo, la proliferación de 

células de la granulosa, la diferenciación y función de las células del 

cumulus(Eppig, 2005; Santiquet et al., 2012). 

 

Los PFC afectan la homeostasis de calcio y la función de las mitocondrias las 

cuales tienen un papel crucial en la apoptosis inducida por químicos perfluorados 

(Kleszczynski et al., 2009). En vertebrados, se ha reportado que contaminantes 

medioambientales (xenobióticos) modulan el sistema defensivo antioxidante 

causando estrés oxidante mediante la producción de especies reactivas de 

oxígeno (Nwani et al., 2010).  
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1.3 Estrés oxidante 

El estrés oxidante es un estado que se caracteriza por un desequilibrio entre 

moléculas pro-oxidantes que incluyen a las especies reactivas de oxígeno (ERO) 

(ion superóxido O2
•-, peróxido de hidrogeno H2O2 y radical hidroxilo •OH) y 

nitrógeno (óxido nítrico NO) y el anión peroxinitrito (ONOO-)y la defensa 

antioxidante enzimática (superóxido dismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa y 

glutatión reductasa) y la no enzimática (vitamina C, vitamina E, selenio, zinc, 

taurina, hipotaurina, glutatión y carotenos). Esta relación puede ser alterada por el 

aumento delos niveles de especies reactivas de oxígeno(ERO) y / o especies 

reactivas de nitrógeno (RNS), o una disminución en los mecanismos de defensa 

antioxidantes (Baumber et al., 2000; Agarwal et al., 2005; Trachootham et al 2008; 

Agarwal et al., 2014; Dai et al., 2015). Uno de los mecanismos que reduce las 

ROS inicia con la dismutación del O2
•-, a H2O2 bajo la influencia del superóxido 

dismutasa, seguido de la catalasa y el glutatión peroxidasa que actúan 

convirtiendo el H2O2 en agua (Agarwal et al., 2005; Dai et al., 2015). 

 

Las ERO se han implicado en más de 100 enfermedades. Tienen un papel 

fisiológico y patológico en el tracto reproductivo femenino. Numerosos estudios en 

humanos y animales han demostrado la presencia de ERO en el tracto reproductor 

femenino: ovarios, oviductos. Las ERO están implicadas en la modulación de todo 

un espectro de funciones reproductoras fisiológicas tales como la maduración de 

ovocitos, la esteroidogénesis ovárica, la función del cuerpo lúteo y la luteólisis. El 

ovario de mamífero es un órgano metabólicamente activo y genera gran cantidad 

de ERO durante las fases finales de la foliculogénesis. Las ERO modulan la 

detención fisiológica de la meiosis (es decir, detención en diploteno en ovocitos 

foliculares, así como la detención de la metafase II(MII) en los ovocitos ovulados 

en la mayoría de las especies de mamíferos (Tiwari et al.,2015). 

 

El ovario es la fuente de ovocitos y regula la secreción normal de las hormonas en 

las hembras. ERO se producen dentro del folículo como una parte normal de la 
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reproducción debido a factores tanto internos como externos. Sin embargo, la 

generación excesiva de estas causas estrés oxidante, un mediador importante del 

desarrollo de folículos y ovocitos, puede dañar muchas moléculas importantes en 

los ovocitos y en las células de la granulosa dentro de los folículos ováricos, y 

puede acelerar el envejecimiento del ovocito. Además, se sabe que el estrés 

oxidante puede desencadenar o exacerbar los procesos patológicos que afectan a 

la reproducción femenina. Trastornos de la fertilidad femeninas relacionados con 

el estrés oxidante pueden tener mecanismos etiopatogénicos comunes. LasERO 

también puede originarse en el metabolismo del embrión y de su entorno (Ashok 

et al., 2005; Zhang et al., 2014; Goud et al., 2008). 

 

En niveles fisiológicos bajos, las ERO son mediadoras de funciones celulares 

esenciales como la expresión de genes, la fosforilación de proteínas, la activación 

de los factores de transcripción, la síntesis de ADN o la proliferación celular, las 

ERO funcionan como ‟mensajeros redox” en la regulación y señalización 

intracelular, incluyendo muerte de patógenos invasores, cicatrización de heridas, y 

los procesos de reparación tisular. En condiciones basales, las células humanas 

producen unos 2 billones de O2
•- y H2O2 en una célula por día, cuya fuente 

mayoritaria son las mitocondrias(Turrens,1997). Estos organelos consumen entre 

el 80-90% del oxígeno celular, el cual reducen a agua para obtener energía en 

forma de ATP. Mientras que en concentraciones elevadas inducen modificaciones 

oxidativas de las macromoléculas, alterando la función de las proteínas, así como 

promoviendo la muerte celular (Circu y Aw, 2010; Bhattacharyya et al., 2014; 

Poljsak et al., 2013; Vaquero y Morelo, 2005; Devine et al., 2012).  

 

La toxicidad del oxígeno es un desafío inherente a la vida aeróbica. Las ERO 

pueden modular las funciones celulares, y el estrés oxidante puede poner en 

peligro el medio intracelular que resulta en supervivencia celular o células dañadas 

en proceso de muerte celular. Su papel en diversas enfermedades del tracto 

reproductor femenino ha sido investigado; por ejemplo, pueden afectar diversas 

funciones fisiológicas en el tracto reproductivo y niveles excesivos pueden dar 
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lugar a patologías que afectan la reproducción. A demás, el estado oxidante puede 

influir en el desarrollo temprano del embrión mediante la modificación de los 

principales factores de transcripción y por lo tanto modificar la expresión de 

genes. Las concentraciones de las ERO también pueden desempeñar papeles 

importantes tanto en la implantación y la fertilización de los ovocitos. En la 

actualidad, ha aumentado interés para examinar el papel de estrés oxidante en la 

reproducción femenina, ya que puede ser un enlace importante en el 

rompecabezas de la infertilidad, así como en algunas enfermedades de los 

órganos reproductivos, tales como endometriosis (Ashok et al., 2005).  
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1.4 Muerte celular 

Las células expuestas a los estímulos mecánicos, infecciones por 

microorganismos o virus, acción de agentes químicos tóxicos o la falta de 

nutrientes, mueren de una manera incontrolable, como resultado de su 

descomposición estructural inmediata (Galluzzi et al., 2015). 

 

La muerte celular se puede clasificar de acuerdo con su apariencia morfológica 

que puede ser apoptótico, necrótico, autofagia, criterios de enzimológicos con y 

sin la participación de nucleasas o de distintas clases de proteasas, tales como 

caspasas (Haouzi y Hamamah, 2009; Kroemer et al., 2009). 

 

La muerte celular programada, o apoptosis, denota un proceso regulado 

genéticamente de suicidio celular. La muerte celular resulta de un mecanismo 

autónomo y fisiológico activado por señales intrínsecas o estímulos externos. La 

apoptosis se ha observado en una serie de sistemas y es esencial para la 

eliminación de células, perjudiciales o defectuosas. Una característica esencial de 

la apoptosis es que la muerte ocurre a través de una secuencia ordenada y 

estereotipada de eventos citológicos (Sheng y Vara, 1999). 

 

La apoptosis es usada por organismos multicelulares para eliminar células 

dañadas o no necesarias de una forma perfectamente controlada que minimiza el 

daño de las células vecinas. Los restos celulares resultantes, que están siempre 

rodeados de membrana plasmática, son eliminados mediante fagocitosis, evitando 

la inflamación en esa zona. La célula que muere por apoptosis sufre una serie de 

cambios morfológicos, se reduce su volumen, la membrana celular se altera y 

aparecen protuberancias (“blebbing”), el citoplasma y los orgánulos celulares se 

condensan y se liberan factores del interior de la mitocondria que promueven la 

muerte (Porras y Mazo, 2010). 
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La apoptosis se considera como un evento vital en el desarrollo embrionario de 

diversas especies, así como una parte esencial en la conservación dela 

homeostasis tisular. En el desarrollo embrionario la apoptosis está presente en la 

organogénesis (Haouzi y Hamamah, 2009). 

 

Debido a la naturaleza cíclica del sistema reproductor femenino, el ovario, el 

endometrio y la glándula mamaria sostienen ciclos continuos de crecimiento 

celular y apoptosis en respuesta a los cambios hormonales. La muerte celular 

apoptótica desempeña múltiples funciones durante el desarrollo embrionario. Está 

implicada en esculpir tejidos y sirve para eliminar las estructuras que ya no son 

necesarios. Está claro que la apoptosis juega un activo e importante papel en las 

funciones fisiológicas del ovario. La apoptosis juega un importante papel durante 

la foliculogénesis y la selección del folículo dominante y también juega una parte 

en la regresión del cuerpo lúteo (Meresman, 2011). 

 

En el ovario, la apoptosis folicular ocurre continuamente durante la vida 

reproductiva hasta que ésta concluye, lo que provoca una fase de senescencia en 

que las células totipotenciales ya no son renovadas. La muerte celular por 

apoptosis es un fenómeno biológico que puede ser detectado morfólogicamente, 

las células en vía de apoptosis presentan cambios en citoplasma y núcleo (Flores 

et al., 2005).  

 

Los mecanismos de la apoptosis son altamente ordenados y complejos, e implican 

cascadas de eventos moleculares dependientes de energía. Existen dos vías 

principales para la iniciación de la apoptosis. La vía denominada 'extrínseca', 

mediada por receptores de muerte; un subgrupo de la superfamilia de receptores 

del factor de necrosis tumoral (TNF). La segunda vía, conocida como la vía 

'intrínseca' está controlada por los miembros de la familia Bcl-2. Ambas vías tienen  
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el mismo resultado: la activación de cascada de enzimas proteolíticas, los 

miembros de la familia de las caspasas (Sprick y Walczak, 2004). 

La necrosis ha sido considerada, durante muchos años, un modo accidental de la 

muerte celular, lo que implica que es un proceso no regulado. Sin embargo, hay 

evidencia que la ejecución de la muerte celular necrótica también está regulada 

por vías de señalización. Por ejemplo, los receptores de dominio de muerte, como 

TNFR1, y los receptores de tipo Toll-like se han reportado para desencadenar 

necrosis, en particular en presencia de inhibidores de caspasa. Además, se ha 

informado que la muerte celular necrótica en respuesta a estímulos de estrés 

celulares, incluyendo isquemia o la citotoxicidad del glutamato en las neuronas o 

células cancerosas expuestas a agentes alquilantes que dañan el ADN. 

Morfológicamente, la necrosis se caracteriza por una ganancia en el volumen 

celular, inflamación de los orgánulos y ruptura de la membrana plasmática, lo que 

resulta en la pérdida de contenido intracelular (Fulda et al., 2010). 
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Ácido perfluorooctanoico. 

El ácido perfluorooctanoico (PFOA), contiene 8 átomos de carbono y un grupo 

carboxilo al final de la cadena, su fórmula química es CF3-(CF2)8-COOH, es 

miembro de los ácidos perfluoroalquilo que tienen amplias utilidades comerciales 

se ha detectado en los seres humanos y animales silvestres (Lauet al., 2006).Se 

ha identificado la presencia de PFOA en muestras de tejidos humanos, incluyendo 

el hígado, riñón, tejido adiposo, cerebro, ganglios, hipófisis, tiroides, gónadas, 

páncreas, pulmón, músculo esquelético, y en la sangre de sujetos no expuestos 

ocupacionalmente (Yang et al., 2014). 

 

 
Figura 1.Estructura de PFOA y PFOS (Andersen et al., 2007) 

 

En los últimos años, ha habido una creciente preocupación por los posibles 

efectos adversos de PFOA en la salud animal y humana. Los estudios de 

laboratorio han demostrado que el PFOA provoca varios efectos tóxicos, 

incluyendo hepatotoxicidad, carcinogenicidad, neurotoxicidad, mutagénesis, 

toxicidad sobre el desarrollo, inmunotoxicidad y genotoxicidad. Los estudios 
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epidemiológicos también han demostrado que la exposición a PFOA se asocia 

positivamente con enfermedad cardiovascular, enfermedad renal crónica, 

enfermedad de la tiroides, y daño hepatocelular (Yang et al., 2014; Zhang et al., 

2016). Se sospecha que los PFCs son carcinógenos y un posible mecanismo de 

acción es la inducción de estrés oxidante (Eriksen et al., 2010). 

 

En EUA la concentración media de PFCs en suero en la población general de 

PFOS es de 20.7 ng/mL y para PFOA 4 ng/mL (Calafat et al., 2007), mientras que 

en personas laboralmente expuestas se encuentra en niveles más altos, 114ng/mL 

(276µM) (Steenlandet al., 2010; Slotkin et al.,2008), y entre 145 a 3490 ng/mL 

para PFOS (Olsen et al., 2007). Se ha reportado que los niveles en la sangre del 

cordón umbilical son 4.9 y 1.6 ng/mL para el PFOS y PFOA, respectivamente. En 

tanto que, en leche materna los niveles de PFOS y PFOA oscilan entre los 45-360 

y 47-210 ng/mL, respectivamente (So et al., 2006).  

 

En un intento de evaluar el efecto de los PFCs sobre la calidad de los ovocitos y la 

tasa de fertilización, se evaluaron los niveles de PFCs en el fluido folicular (FF) yse 

observó correlación entre los niveles de PFCs en el FF y la tasa de fertilización. 

Las pacientes que contenían altas concentraciones de PFCs en el FF, tenían 

significativamente menor tasa de fertilización y número de embriones transferidos, 

en comparación con el grupo de mujeres del grupo control (Governini et al., 2011). 

 

Estudios en roedores han mostrado que PFOA actúa como promotor de tumores 

(Jacquet et al., 2012). Se ha demostrado que también puede inducir 

hepatotoxicidad que implica daño oxidante y respuesta inflamatoria (Yang et al ., 

2014; Tsuda, 2016). En roedores induce tumores en testículo, hígado y páncreas; 

donde la dosis más baja a las que se ha observado dicho efecto es de 1 ng/mL en 

agua potable (Steenlandet al., 2010; Panaretakis et al., 2001). El PFOA y el PFOS 

en ratas y ratones inducen toxicidad durante diferentes etapas del desarrollo, entre 

los efectos observados se encuentra: reducción del peso fetal, retraso en la 

osificación de los huesos, anomalías cardíacas, así como, disminución de la 
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supervivencia neonatal cuando la exposición ocurre in útero; otros efectos incluyen 

la reducción del peso corporal postnatal y retraso en la maduración sexual 

(Butenhoff et al., 2004). 

 

Se ha informado que PFOA también reduce el peso al nacer en ratones, causa 

muerte neonatal en ratas, en ratones disminuye la respuesta inmune de células B 

y células T. Además, en ratas da lugar a la atrofia del bazo y el timo, provoca 

hepatomegalia, además de que disminuye los niveles de colesterol. Varios 

estudios experimentales han informado de que los PFC alteran la homeostasis de 

la hormona tiroidea. Se ha reportado PFOS y PFOA producen un descenso de 

triyodotironina sérica (T3) y tiroxina (T4) en ratas y monos expuestos (Lau et al., 

2007). En humanos se ha relacionado con alteraciones en los niveles de las 

hormonas LH y FSH y la calidad del semen en hombres adultos que fueron 

expuestos a PFOA (Vested et al., 2013). 

 

Algunos estudios han demostrado que la exposición neonatal a PFOS y PFOA 

durante el período de desarrollo del cerebro puede causar efectos neurotóxicos en 

ratones adultos, que se manifiesta como cambios en el comportamiento 

espontáneo, habituación, memoria y aprendizaje, y altera la susceptibilidad del 

sistema colinérgico, cuando los ratones se exponen durante el período del 

desarrollo neonatal del cerebro (Johansson et al., 2008). 

 

Se ha estudiado la toxicología celular de sulfonato de perfluorooctano (PFOS) y el 

ácido perfluorooctanoico (PFOA) en la inducción de estrés oxidante y apoptosis en 

hepatocitos de cultivo primario de tilapia de agua dulce (Oreochromisniloticus) (Liu 

et al., 2007). Por sus propiedades toxicológicas del PFOA, provoca efectos 

adversos en el hígado, y éste se considera el principal órgano diana para la 

exposición al PFOA. Se demostró que el PFOA causa agrandamiento del hígado, 

agrava la hepatitis, induce la proliferación de peroxisomas e interfiere con el 

metabolismo de los ácidos grasos, el transporte de lípidos y el estado epigenético 

en el tejido hepático. PFOA también ejerce genotoxicidad en células HepG2 
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(derivadas de hepatoblastoma humano), probablemente a través de daño 

oxidativo del ADN inducido por ERO. La exposición crónica de las ratas al PFOA 

produjo una mayor incidencia de hepatocarcinoma, lo que puede atribuirse a la 

activación del receptor activado por proliferador de peroxisoma alfa (PPARa). 

Además, la apoptosis se describe como un evento crucial en respuesta a la 

exposición a PFOA en las células del hígado (Huang et al., 2013; Bonekamp et al., 

2009) 

 



 18 

 

3 JUSTIFICACIÓN. 

De manera continua se producen y liberan en el ambiente grandes cantidades de 

productos químicos artificiales, dentro de estos encontramos a los PFCs, que son 

compuestos no degradables que persisten por décadas en el ambiente. Los PFCs 

son considerados potencialmente tóxicos para mamíferos, en particular los seres 

humanos se encuentran expuesto de forma casi permanente a estos agentes y 

poco se conoce de los efectos adversos que puedan causar sobre la salud 

reproductiva y las células germinales.  

Dentro de los PFCs se encuentra el PFOA, el cual es considerado altamente 

tóxico y se ha relacionado con abortos e infertilidad en las mujeres, por lo anterior 

existe la necesidad de elucidar la manera de cómo actúan los compuestos 

perfluorados sobre las funciones reproductivas en hembras. Los modelos in vitro 

permiten llevar a cabo estudios para explicar los posibles mecanismos de acción 

de los compuestos perfluorados sobre los gametos en condiciones experimentales 

controladas, permitiendo sugerir la forma en que estos procesos ocurren in vivo 

(Bonilla, 2000), por lo que el este proyecto se diseñó con el interés de investigar 

cómo los compuestos perfluorados inducen toxicidad celular. 



 19 

 

4 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN. 

¿Puede el ácido perfluorooctanoico causar estrés oxidante y muerte celular en 

ovocitos de ratón cultivados in vitro? 

5 HIPÓTESIS. 

Dado que en células somáticas los compuestos perfluorados han afectado la 

viabilidad, generado especies reactivas de oxígeno y muerte celular por apoptosis, 

se plantea que en ovocitos fetales expuestos a PFOA se generará estrés oxidante 

que llevará a su muerte celular por apoptosis. 

6 OBJETIVO GENERAL. 

Determinar el efecto del ácido perfluoroctanoico (PFOA) en la generación de 

estrés oxidante e inducción de muerte celular en la ovogénesis temprana de ratón, 

in vitro. 

7 OBJETIVOS PARTICULARES. 

v Estandarizar la técnica de cultivo de ovarios fetales de ratón. 

v Determinación de la concentración letal 50 (CL50) de PFOA. 

v Determinar el tipo de muerte celular ocasionada por PFOA durante la 

ovogénesis temprana en ovocitos fetales de ratón in vitro. 

v Determinar si existe generación de estrés oxidante en los ovocitos 

expuestos a PFOA durante la ovogénesis temprana. 
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8 MATERIAL Y MÉTODO. 

8.1 Material Biológico: 

• Ratones hembra Mus musculus de la cepa CD1 de seis semanas de edad 

(Bioterio UAMI). 

8.2 Medios de Cultivo: 

• Medio para recolección de ovarios fetales: 

Medio mínimo esencial (MEM) suplementado con BSA 1mg/ml y penicilina-

estreptomicina 100mg/ mL. 

• Medio de cultivo de ovocitos:  

Medio Waymouth suplementado con suero de caballo 5%, suero fetal de 

bovino 25% y penicilina-estreptomicina 100 mg/mL. 

• Medio DMEM/F12+a-MEM 

 

8.3 Kits: 

• Anexina-V- alexa 569 de Roche. 

• Colorante 2’,7’- diacetato de diclorodihidrofluoresceína(DCFH-DA) de 

OxiSelec ROS Assay. 
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8.4 Extracción de ovarios de ratona 

Se utilizaron ovarios fetales de ratón hembra de 19.5 días pos-coito, los cuales 

fueron disectados en medio MEM para ser cortados en tres fragmentos con agujas 

finas (G30 ½) bajo el microscopio estereoscópico. Los fragmentos se colocaron en 

cajas de cultivo celular de 24 pozos con 500 µL de medio de cultivo (Waymouth), 

se incubaron a 37°C en atmosfera de 5% de CO2y humedad a saturación. 

Después de tres días de cultivo los explantes de ovario se observaron adheridos a 

la caja de cultivo, se realizó el cambio de medio los siguientes días hasta el día 7 

de cultivo se agregó el ácido perfluorooctanoico diluido en DMSO 0.2%en las 

siguientes concentraciones: 0 (control), 50, 100,150 y 200µM correspondientes a 

cada pozo durante un periodo de 24 h.  

Transcurrido los siete días de cultivo se obtuvieron un gran número de ovocitos 

que se encontraban en estadio de vesícula germinal con un tamaño aproximado 

de entre 50 y 70 μm y se contaron; los ovocitos adheridos al explante se 

consideraron vivo. 

8.5 Determinación de la CL50 

Para determinar la CL50, los ovarios fetales en cultivo (ovogénesis temprana) 

fueron incubados durante 24 h, con diferentes concentraciones de PFOA 

abarcando los intervalos de concentración 50,100 y 150 μM. Para la evaluación de 

la viabilidad, se utilizó el MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol), el cual nos permitió distinguir entre una célula viva y muerta, se 

consideró vivos a los ovocitos que presentaron una coloración violeta y muertos a 

los incoloros. La CL50se calculo realizó una regresión lineal entre la concentración 

de tóxico (variable independiente) y la respuesta de los ovocitos, la viabilidad 

(variable dependiente).  
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8.6 Determinación de especies reactivas de oxigeno intracelular. 

Se cultivaron ovarios fetales de ratón completos de 7 días de cultivo, los cuales 

fueron expuestos a PFOA a  concentraciones de 28.2 μM y 112.86μM por 24h, 

transcurrido el tiempo se realizó un lavado para retirar el exceso de medio de 

cultivo, se realizó un corte transversal y se colocaron en 1mL de medio MEM sin 

rojo fenol con diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceína (DCFHDA), los ovarios se 

incubaron durante 30 minutos, se puso un control positivo con H2O2 a 50 μM y se 

realizó un lavado para retirar el exceso de DCFHDA, una vez lavados se montaron 

en medio de montaje y se realizaron cortes de 6 micras en el criostato, los cortes 

de ovario fetal se montaron el portaobjetos y se analizaron en el microscopio de 

epifluorescencia Zeiss, modelo Axyostar Pluscon excitación a 488nm. 

8.7 Análisis del tipo de muerte celular 

Después de la separación de los ovocitos del explante de ovario por medio de 

pipeteo constante se empleó el ensayo de muerte celular, los ovocitos se 

colocaron en una gota de 250µl de solución de Hanks, en donde se 

resuspendieron de 2 a 3 veces para retirar el exceso de medio de cultivo. Estos 

ovocitos se colocaron en una caja de Petri con el 500µlde Anexina-V (10µl de 

Anexina-V, 10µl de BOBO-1,10µl Hoechst(45µg/mL) y 470µl de buffer de 

incubación. La caja se cubrió con papel aluminio y se dejó durante 20 minutos en 

la oscuridad. Transcurrido el tiempo, los ovocitos se lavaron en gotas de 500µl de 

solución de Hanks, donde se resuspendieron de 2 a 3 veces para retirar el exceso 

de Anexina-V, BOBO-1 y Hoechst, y los ovocitos se colocaron en portaobjetos 

cóncavos y se observaron en el microscopio de tecnología LED(ZOE), utilizando 

los filtros de fluorescencia con rangos de exitación para luz ultravioletas (488nm). 
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8.8 Análisis estadístico. 

Para comparar el efecto de las diferentes concentraciones de PFOA en la 

viabilidad de los ovocitos fetales de ratón, se realizó un análisis estadístico de 

comparación múltiple y una prueba de Fisher para la comparación de grupos, los 

datos fueron normalizados. Todos los resultados se reportan como la media ± 

error estándar (E.E) 

Las diferencias con valor de p< 0.05 se consideraron significativas. Los 

experimentos se realizaron al menos en tres ensayos separados y cada uno de 

ellos por triplicado. 
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8.9 Diseño experimental. 

 

Ratones hembras 
preñadas.

Obtención de fetos 
de 19.5 E.

Extracción de 
ovario fetal.

Cortar el ovario en tres
fragmentos, bajo el
microscopio
estereoscópico

Colocar los fragmentos en
cajas de 24 pozos con
medio Waymouth.

Incubar a 37° C y 5% 
CO2

Al día 7 de cultivo, agregar
[PFOA] correspondientes por
24 h.(0, 50, 100, 250, 200

Transcurrido las 24 h 
Viabilidad (CL50  )

ERO
Muerte

Se observan ovocitos en
estadio de VG (50 -70μm)

Determinar [CL50]
MTT

Generación de estrés 
oxidante.

DFC 
( excitación a 488nm)

Tipo de muerte celular.
Anexina V y BOBO-1
(Apoptosis en rojo)
(BOBO-1 en verde)
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9 RESULTADOS 

Se estandarizó la técnica de cultivo de fragmentos de ovario de ratón cultivados in 

vitro, logrando que éstos se adhirieran a la caja de cultivo y proliferaran las células 

en el explante de ovario. En la figura 2 se observa: a) el fragmento de ovario fetal 

de 5 días de cultivo adherido a la placa de cultivo. En b, c y d) muestran los 

explantes de ovario fetal de ratón de 7 días de cultivo los cuales se encuentran 

expandidos y con un desarrollo adecuado de ovocitos. 

 

 

a) b)

c) d)
 

 
Figura 2. a) Explante de ovario fetal de ratón de 5 días de cultivo a 100X. En b, c, y d) Explante de 
ovario fetal de ratón de 7 días de cultivo de 19.5E a 200X. En las figuras se observan los ovocitos 
fetales presentes en los fragmentos de ovario, las flechas indican los ovocitos. 
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9.1 Efecto del PFOA sobre la viabilidad de ovocitos fetales in 

vitro. 

Se realizaron un total de siete experimentos para el ensayo de viabilidad en los 

explantes de ovario fetal de ratón, empleando las concentraciones de 50 µM, 100 

µM y 150 µM. Los resultados mostraron un decremento, en el número de ovocitos 

dependiente de la concentración expuestos al PFOA por un periodo de 24 h al ser 

comparados con el control (Figura. 3). 

 

 
Figura 3. Explante de ovario de ratón tratados con PFOA. Control (sin PFOA), DMSO, 50, 100 y 
150 µM de PFOA 200X se observa una disminución de los ovocitos en las concentraciones más 
altas. 
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Con el fin de estimar la sobrevivencia presente en los cultivos de ovario fetal de 

ratón se realizó la tinción con MTT, método basado en la reducción de 3-(4.5-

dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio bromuro (MTT). Este colorante amarillo 

pálido, soluble en agua, es reducido tempranamente en células viables. 

En el ensayo de viabilidad se observan los ovocitos teñidos de morado, el cual es 

un indicativo de que los ovocitos están vivos, y se logra ver el estadio de vesícula 

germinal, que se caracteriza por presentar un núcleo grande. 

 

 

a)	100X	 b)	200X	 c)	400X  
Figura 4. Ovocitos de ratón separados del fragmento de ovario en estadio de vesícula germinal, a) 
Ovocitos sin teñir a 100X, b) Ovocitos teñidos con MMT a 200X C) Ovocitos teñidos con MTT en 
vesícula germinal a 400X.  
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9.2 Ensayo de viabilidad 

Se realizaron seis ensayos para determinar el efecto en la viabilidad y determinar 

la CL50 en los cultivos de ovocitos de siete días de cultivo, expuestos a diferentes 

concentraciones, Control, DMSO,50, 100 y 150 μM del PFOA. En la Figura 5 se 

observa las diferencias significativas entre los tratamientos de 100 y 150 μM con 

respecto al control. 
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Figura 5. Efecto en la viabilidad de ovocitos de ratón in vitro expuestos a PFOA durante un 
periodo de 24h. Los valores representan las medias ± E.E de seis experimentos independientes. 
�P<0.05 
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9.3 Concentración letal media (CL50) 

El coeficiente de correlación de lineal, indicó que hubo una correlación negativa 

entre las concentraciones y la viabilidad (R2=0.80883). La CL50, calculada a partir 

de seis experimentos fue 112.86 μM (Figura 6). 

y = -0.5006x + 106.5
R² = 0.80883
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Figura 6. Viabilidad de ovocitos de ratón expuestos a diferentes concentraciones de PFOA 
durante 24h. Se observa una correlación negativa en relación a las concentraciones de PFOA. 
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9.4 Generación de estrés oxidante en los ovocitos expuestos a 

PFOA durante la ovogénesis temprana. 

Para evaluar la generación de la ERO producidas por el PFOA en los cortes de 

ovario fetal expuestos al perfluorado, se realizó el experimento por triplicado. A 

partir de la CL50 (112.86µM) se emplearon las siguientes concentraciones 0, 28 y 

112.86 µM de PFOA, utilizando H202 50µM como control positivo, el cual genera 

estrés oxidante. Una vez estandarizada la técnica de tinción con diacetato de 

diclorofluoresceína (DCFHDA), los resultados mostraron que la fluorescencia es 

proporcional a la cantidad de ERO. 

Los cortes de ovario fetal muestran un incremento en la fluorescencia al ser 

incubados con PFOA ya que la concentración de especies reactivas es 

proporcional a la fluorescencia (Figura 7).  

DCF

HOECHST

HOECHST
CONTROL H2O2  [50μM] [28.2μM] [112.86μM]

 
Figura 7. Generación de ERO en ovarios fetales de ratón expuestos a diferentes concentraciones 
de PFOA,100X, la figura muestra los cortes de ovario fetal donde se apreciar un incremento en la 
fluorescencia presente en éstos, siendo el control positivo H2O2 donde hay un incremento mayor de 
fluorescencia, seguido de nuestra concentración CL50(112.8µM), lo que indica una mayor 
generación de ERO 
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9.5 Cuantificación de ERO. 

Para la cuantificación de las ERO, se midió la fluorescencia presente en los cortes 

de ovario fetal expuestos al PFOA con las concentraciones de 28, 112.86µM y 

H202 (50 µM) después de 24 h. La cuantificación se realizó con el programa ZEN 

(Carl Zeiss Microscopy) el cual mide el área del corte y la intensidad de la 

fluorescencia presente en la muestra. En el experimento se muestra que los 

ovarios expuestos a 28µM de PFOA presentan un incremento en la generación de 

ERO, aunque éste no mostro diferencia significativa con respecto al control, 

mientras que en los ovarios expuestos a 112.86µM de PFOA, así como en el 

control positivo con H202 (50 µM), se presenta un incremento significativo con 

respecto al control negativo (p<0.05) (Figura 8). 
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Figura 8. Cuantificación de ERO en ovarios de ratón expuestos a PFOA por 24 h. Los valores 

representan las medias ± E.E. � Muestra diferencias significativas. Fisher. P<0.05. n=3. 
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9.6 Tipo de muerte celular ocasionada por PFOA durantela 

ovogénesis temprana en ovocitos fetales de ratón in vitro. 

En los ensayos de muerte celular en cultivos de 7 días, éstos fueron tratados con 

el PFOA por 24h con concentraciones subletales, los resultados muestran que en 

los cultivos de explante de ovario fetal hay muerte celular tanto apoptótica como 

necrótica en nuestro control, lo cual se produce de manera normal, pero en el 

tratamiento de 28.2μM se presenta un mayor número de células en apoptosis con 

respecto al control, y en la concentración de 112.86 μM (CL50) hay un incremento 

drástico en la cantidad de células que presentan apoptosis (rojo) o necrosis 

(verde) (Figura 9). 

CONTROL

28.2µM

112.86µM

BOBO-1

BOBO-1

BOBO-1

ANEXINA-V

ANEXINA-V

ANEXINA-V

MERGE

MERGE

MERGE

 
Figura 9 Explante de ovario de siete días de cultivo, teñidos con Anexina (Rojo) y BOBO 1 (Verde), 
expuestos a concentraciones subletales de PFOA. 200X. 
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9.7 Ensayos de muerte celular sobre los ovocitos fetales de 

ratón. 

Para estos experimentos, los ovarios fetales de ratón fueron expuestos a PFOA y 

los ovocitos se aislaron de los explantes de ovario para evaluar el tipo de muerte 

celular directamente en los ovocitos. Los resultados muestran que los ovocitos 

expuestos a la concentración subletal de 28µM de PFOA no presentan un 

incremento marcado en el número de ovocitos con apoptosis y necrosis, lo que 

coincide con ensayos previos en las células somáticas del explante de ovario, 

mientras que en los ovocitos expuestos a 112.86µM de PFOA se incrementó el 

número de ovocitos que presentaron tanto necrosis como apoptosis con respecto 

al control (Figura 10). 

Campo Claro Hoechst BOBO1 Anexina V 568

CONTROL

28.2μM

112.86μM
 

Figura 10. En gris observamos los ovocitos en campo claro, ovocitos teñidos en verde con BOBO-
1(Necrosis), ovocitos teñidos en rojo con Anexina-V 568 (Apoptosis) y Hoechst en azul. 
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Realizando un análisis de los datos, se observa que hay diferencias significativas 

de los tratamientos de 28.2µM y 112.86µM con respecto al control, ya que en 

estos tratamientos el número de ovocitos con necrosis y apoptosis se correlaciona 

con la concentración de PFOA (Figura 11).  
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Figura 11. Muerte celular en ovocitos fetales de ratón expuestos durante 24h a PFOA. Los valores 
representan las medias ± E.E. � Muestra diferencias significativas. Fisher. P<0.05. n=3. En la 
figura se observa cómo se incrementa el porcentaje de muerte en los ovocitos de una manera 
dependiente de la concentración. 
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10 DISCUSIÓN. 

Debido a que los PFOA se ha detectado en diferentes órganos como hígado, 

riñón, tejido adiposo, cerebro, ganglios, hipófisis, tiroides, gónadas, páncreas, 

pulmón, músculo esquelético, y en la sangre de sujetos no expuestos 

ocupacionalmente (Yang et al., 2014; Governini et al., 2011) y a que se ha 

relacionado con alteraciones en la reproducción, el presente estudio evaluó el 

efecto en la viabilidad, la generación de estrés oxidante y muerte celular. 

 

En la actualidad no existen reporte sobre el efecto del PFOA sobre los parámetros 

de viabilidad, apoptosis y generación de ERO en cultivos de explantes de ovario 

fetal de ratón. 

 

Las concentraciones evaluadas en el este estudio fueron 50, 100, 150 y 200 µM; 

durante el estudio se descartó la última concentración ya que ésta abatió 

totalmente el número de ovocitos presentes en el explante de ovario fetal de ratón. 

 

Después de la evaluación de cada una de las concentraciones del PFOA en los 

cultivos de explante de ovario fetal, los resultados indicaron una tendencia en la 

disminución de la viabilidad dependiente de la concentración, siendo 100 y 150 

µM, las concentraciones donde los porcentajes de la viabilidad disminuyeron 

considerablemente en un 63% y 23% respectivamente en comparación con el 

grupo control, la CL50 fue 112.86µM, lo que indica la alta toxicidad de dicho 

compuesto en células germinales, La CL50 es un parámetro importante de 

referencia ya que existen reportes con individuos con concentraciones de9.66µM 

(4ng/mL) en plasma sanguíneo (Calafat et al., 2007). Sin embargo, Slotkin y 

colaboradores en el 2008a reportaron una concentración de276µM (114µg/ mL). 
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Son pocos los reportes sobre el efecto de PFCs en los gametos, uno de estos 

estudios fue realizado por Domínguez et al 2016, en el que el objetivo del estudio 

fue determinar los efectos de PFOS durante la maduración in vitro de ovocitos de 

cerdo. Los resultados indican que el PFOS fue capaz de afectar la viabilidad de los 

ovocitos (CL50= 32μM) y la maduración (CL50= 22μM). En Otro estudio se observó 

una disminución de la tasa de fertilización y un menor número de embriones 

transferidos en mujeres que presentaron 31.39 μM (13 ng/ mL) de compuestos 

perfluorados en fluido folicular (Governini et al., 2011). 

 

Las concentraciones empleadas en este estudio fueron de 28 μM y 112.86 μM (1/4 

CL50 y CL50 respectivamente) las cuales fueron inferiores a las reportadas por 

Slotkin et al 2008ªb, en la línea celular PC12 para analizar la toxicidad de PFOA y 

PFOS en concentraciones que van desde 10-250 μM por 24h, observaron una 

disminución estadísticamente significativa en las concentraciones de 100 y 250 μM 

para PFOA, en comparación con PFOS la cual no presentó diferencia 

estadísticamente significativa en ninguna de las concentraciones evaluadas 10, 

50, 100 y 250 μM. 

 

Florentin et al. (2011) evaluaron los efectos citotóxicos y genotóxicos de PFOA y 

PFOS células HepG2 de humanos expuestas a 1 o 24 h. Sus resultados muestran 

un efecto citotóxico para ambos compuestos después de 24 h a partir de una 

concentración de 200 µM y 300 µM, disminuyendo la viabilidad en un 14,6% y -

51,2%, respectivamente.  

 

Los estudios anteriores muestran que las células germinales en mamíferos son 

más susceptibles a los efectos adversos del PFOA, ya que se requirieron 

concentraciones menores para afectar la viabilidad en comparación con células 

somáticas donde se requieren de concentraciones superiores para observar algún 

efecto adverso, sin embargo el estudio realizado por Liu et al., (2007) demostró 

que las células somáticas de tilapia (Oreochromisniloticus) fueron más 
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susceptibles a PFOA (0, 1, 5, 15 y 30 mg/L= 0.002, 0.012, 0.036 y 0.072 µM) o 

PFOS (0, 1, 5, 15 y 30 mg/L= 0.0019, 0.0099, 0.0299 y 0.0599 µM). 

 

En la actualidad existen reportes en donde se demuestra que PFOA genera estrés 

oxidante en células somáticas, pero no existen reportes que demuestren el efecto 

de este perfluorado en células germinales. En el presente estudio se analizó la 

inducción de estrés oxidante por PFOA en ovario fetal de ratón durante la 

gametogénesis temprana, nuestros resultados muestran un aumento significativo 

de las ERO en los cortes de ovario fetal, este incremento es dependiente de la 

concentración de PFOA. 

 

Se ha informado de la toxicidad del PFOA se debe en parte a la generación de 

estrés oxidante producido por el exceso de ERO en la mitocondria, que tienen un 

papel clave como orgánulo diana para los mecanismos de toxicidad de 

xenobióticos, tales como metales pesados y productos químicos como el PFOA 

(Mashayekhi et al., 2015) 

 

Las mitocondrias son la principal fuente de ERO, el exceso de ellas puede causar 

un daño en estas alterando el potencial de membrana, produciendo un cambio en 

la permeabilidad membrana, desencadenando la liberación del citocromo c, lo que 

conlleva a la inhibición de la respiración y la producción de ERO (Panaretakis et 

al., 2001) 

 

Nuestros resultados coinciden con los reportados por Eriksen et al., (2010); Ellos 

examinaron la capacidad del PFOA para generar ERO e inducir daño oxidante del 

ADN en células HepG2 humanas expuestas a 100 y 400 μM PFOA durante 24 h. 

La exposición al PFOA causó un aumento de ERO de manera dependiente de la 

dosis en células HepG2, donde PFOA induce un aumento de 1.52 veces en la 

producción de ERO. Nuestros resultados muestran un incremento de la 

generación de ERO en los cortes de ovario desde la concentración de 28.2 μM, el 

cual es mucho más pronunciado en la concentración CL50 = 112. 86 μM, 
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nuevamente reafirmando que las células germinales son más susceptibles a el 

PFOA ya que se requieren de concentraciones menores para observar la 

generación de ERO en comparación con la célula somática expuestas a 

concentraciones superiores reportadas en otros estudios. 

 

Liu et al (2007) estudió la toxicología celular de PFOS y PFOA, la inducción de 

estrés oxidante en hepatocitos de cultivo primario de tilapia de agua dulce 

(Oreochromisniloticus), en las concentraciones de (1, 5, 15 y 30 mg/L) durante 24 

h. Observaron una Inducción significativa de ERO, acompañado por aumento en la 

actividad de superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatión reductasa 

(GR). Un aumento dependiente de la dosis en el nivel de peroxidación lipídica 

(LPO) (malondialdehído, MDA) con PFOA, mientras que con PFOS se mantuvo 

sin cambios LPO en las mismas concentraciones. 

 

Yang et al. (2014) observó que perfluorados de cadena más larga como ácido 

perfluorononanoico (PFNA) y ácido perfluorododecanoico (PFDA) a 

concentraciones de 2.5-10 mg/kg fueron capaces de inducir un aumento 

significativo en los niveles de H2O2 y MDA, afectando la actividad de la superóxido 

dismutasa y catalasa en el hígado de las ratas; MDA y H2O2 se pueden utilizar 

como medidas indirectas de la lipoperoxidación y lesiones celulares. PFOA 

también fue capaz de inducir la formación de ERO en cultivos primarios de 

cardiomiocitos de embriones de pollo expuestos en un intervalo de 1 a 36 h 

utilizando concentraciones que oscilan entre 50 y 100 µg/mL, observándose 

diferencias significativas a partir de 50 µg/mL posterior a la primera hora de 

exposición (Jiang et al 2016). 

 

En los últimos años se ha reconocido cada vez más la importancia de las ERO y el 

estrés oxidante en la toxicidad ovárica por diversos estímulos. Existen fuertes 

evidencias de que las ERO está involucradas en el inicio de la apoptosis en 

folículos antrales al ser expuestos a diversos xenobioticos incluyendo los ftalatos, 

metoxicloro y radiación ionizante (Tiwari et al., 2016; Zhang et al., 2014). 
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La apoptosis es un importante proceso celular que desempeña un papel 

importante en la determinación el destino la célula. PFOA ha sido ampliamente 

utilizado para inducir estrés oxidativo en el cultivo de células somáticas en 

diferentes modelos animales. Sin embargo, no existen estudios sobre la 

exposición del PFOA durante la gametogénesis en animales. Es importante 

investigar los efectos tóxicos del PFOA en el ovario porque es un órgano crítico 

para la función reproductiva en las hembras. Por otra parte, el estrés oxidante se 

ha considerado como uno de los factores más importantes que conducen a la 

apoptosis y atresia folicular. 

En este estudio, se utilizó PFOA para establecer el tipo de muerte celular que 

induce este compuesto en explantes de ovario fetal y en ovocitos fetales de ratón. 

Nuestros datos muestran un aumento significativo en el número de células con 

apoptosis y necrosis en el explante de ovario, el cual es dependiente de la 

concentración, observándose muerte celular desde la concentración de 28.2µM 

equivalente a ¼ de la CL50, y 112.86µM (CL50). 

En cuanto al experimento realizado en los ovocitos fetales expuestos por 24 h al 

PFOA, concuerda con lo observado en las células de tejido ovárico (en el 

explante), los porcentajes de muerte celular se incrementan significativamente 

dependiendo de la dosis, nuestros resultados indican que en la concentración de 

28.2 µM, hay un 8% de apoptosis y 4% de necrosis, lo cual indica que el 88% de 

los ovocitos  están vivos, Mientras que en la 112.86 µM (CL50) los porcentajes 

aumentaron: 23% apoptosis, 18% de necrosis y 59% de ovocitos vivos.  

Nuestros resultados concuerdan con otros estudios realizados in vitro donde se 

examinaron los efectos de la exposición de timocitos (linfocitos T inmaduros) y 

esplenocitos al PFOA. Los estudios mostraron apoptosis en ambos tipos celulares 

después de 8 o 24 h de cultivo en concentraciones de (50, 100 o 200 μM) de 

PFOA (Yang et al. 2000). 
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En el ovocito las células de la granulosa deciden el destino de éste, dentro del 

microambiente folicular. La privación de los ovocitos a diversas moléculas de 

señalización, factores de supervivencia y factores de crecimiento de las células de 

la granulosa desencadenan la susceptibilidad de los ovocitos hacia la apoptosis 

(Tiwari et al., 2015). 

 

Diversos estudios demuestran que los compuestos perfluorados son capaces de 

generar muerte en células somáticas. Hu y Hu (2009) observaron un aumento no 

significativo de la apoptosis dependiente de la dosis en las células HepG2 humano 

cultivadas con PFOA, sus resultados también muestran que a exposición a PFOA 

no cambió la expresión de, Bax, o caspasa-3 en células HepG2. La expresión de 

Bcl-2 fue regulada negativamente y la caspasa-9 se reguló positivamente de forma 

dependiente de la dosis en células HepG2 después de la exposición a 50-200 

µmol/L de PFOA. Sin embargo, existe otros reportes que indican lo contrario, 

Huang et al. (2013) estudiaron la capacidad del PFOA para induce apoptosis a 

través de la vía mitocondrial dependiente de p53 en células hepáticas humanas, 

sus resultados mostraron que PFOA indujo significativamente la producción de 

ERO de una manera dosis dependiente cuando se expusieron a 25 y 50 mg/L de 

PFOA por 72 h. Sus resultados también muestran un aumento en la expresión de 

las proteínas involucradas en la apoptosis sobre expresando proteína pro-

apoptoticas Bax y disminuyendo la expresión de Bcl-2, Caspasa 3 y 9. Estos 

resultados son apoyados por otros autores como Liu (2007) el cual reportó la 

inducción de la apoptosis en hepatocitos de cultivo primario de tilapia de agua 

dulce, mostrando la activación de la caspasa-3, -8, -9 tras la exposición a PFOS y 

PFOA. Los resultados demostraron que PFOS y PFOA son capaces de producir 

estrés oxidante e inducir la apoptosis con implicación de las caspasas en 

hepatocitos de cultivo primario de tilapia. 

Se sabe que la apoptosis en los ovocitos de mamíferos involucra las vías 

mediadas por las mitocondrias tanto como la vía intrínseca como la extrínseca. El 

aumento del estrés oxidante es uno de los principales factores que inducen la 

apoptosis en ovocito. Varios genes, tal como se ha descrito anteriormente, siguen 
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las vías mediadas por las mitocondrias o mediadas por los receptores de la muerte 

y algunos de ellos vincula estas dos vías para inducir la apoptosis en ovocitos 

(Tiwari et al., 2015). 

 

El desarrollo de células germinales en el ovario fetal también ha demostrado ser 

sensible a los tóxicos que induce el estrés oxidante que deteriora directa o 

indirectamente la calidad del ovocito mediante la inducción de la apoptosis de las 

células de la granulosa, así como los ovocitos (Tiwari et al., 2016; Zhang et al., 

2014). 

 

Estos estudios amplían aún más la investigación del efecto del daño ovárico 

inducido por el estrés oxidativo en la gametogénesis temprana y sus posibles 

mecanismos de acción. 
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11 CONCLUSIONES. 

• El PFOA afecta la viabilidad de los ovocitos. 

• La concentración letal media es de 112.86 µM  

• Concentraciones subletales de PFOA y la CL50 incrementaron la 

concentración de ERO en cortes de ovario fetal expuestos. 

• Las células germinales son mucho más sensibles a la presencia del PFOA 

que las células somáticas de otros tejidos, ya que se sólo se requirió de una 

concentración de 28.2 µM para que las células somáticas del explante de 

ovario, así como el propio ovocito presentaran muerte celular apoptótica 

como necrótica. 
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12 PERSPECTIVAS 

• Determinar si el PFOA genera expresión y actividad de las enzimas 

antioxidantes involucradas en la defensa de la célula (GPX, CAT, SOD1). 

• Determinar si existe generación de estrés oxidante en los ovocitos de ratón 

expuestos al PFOA. 

• Identificar cuál es la vía por la que está ocurriendo la muerte celular. 

• Determinar si existe lipoperoxidación en los ovocitos expuestos a PFOA. 

• Determinar si el PFOA genera daño al DNA de los ovocitos. 
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