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RESUMEN 

El PFHxS pertenece a una gran familia de compuestos llamados perfluorados, los 

cuales han sido producidos desde la década de los 50´s en una amplia variedad de 

productos de la industria. Ha sido detectado en suero de humanos, así como en 

animales de la vida silvestre y se ha reportado que está relacionado con problemas 

reproductivos. Se ha demostrado que es capaz de inhibir las uniones comunicantes y 

de afectar la homeostasis de calcio en células somáticas. Sin embargo, sus efectos en 

las células germinales permanecen desconocidos, por lo que el objetivo de este 

estudio fue determinar si el PFHxS puede afectar la viabilidad, las uniones 

comunicantes y la homeostasis de calcio de ovocitos de ratón fetal in vitro. En este 

estudio se estimó la concentración letal media en 471.9 µM, además de determinar 

que los ovocitos sufren alteraciones en las uniones comunicantes y la homeostasis de 

calcio a 117.97 µM. A pesar de que la concentración más alta reportada en suero 

humano es menor (3.23 µM), es importante señalar que no podemos descartar un 

probable impacto negativo del PFHxS en la ovogénesis in vivo, ya que en éste estudio 

la exposición al PFHxS fue aguda (24h), en tanto que las mujeres se encuentran 

expuestas de manera permanente a este compuesto. Son necesarios estudios 

adicionales que aclaren los mecanismos moleculares por los que el PFHxS inhibe la 

comunicación celular y altera la homeostasis de calcio en las células germinales, esto, 

para poder entender el origen de patologías relacionadas con la infertilidad.
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ABSTRACT 

PFHxS belongs to a large family of compounds called perfluorinated, which have been 

produced since the 1950s on a wide variety of industrial products. PFHxS has been 

detected in human serum as well as in wildlife and has been reported to be related to 

reproductive problems. Studies on the effects of PFHxS on the organism have shown 

that it is able to inhibit intercellular communication and to affect calcium homeostasis 

in somatic cells, but its effects on germ cells remain unknown, so the objective of this 

study was to determine whether PFHxS can affect the viability, intercellular 

communication and calcium homeostasis of fetal mouse oocytes in vitro. In this study 

the lethal concentration 50 was 471.95 μM. In addition it was found that the oocytes 

suffer alterations in cellular communication and calcium homeostasis at 117.97 μM. 

Although the highest reported serum concentration of exposed workers is 3.23 μM, it 

should not rule out a probable negative impact of PFHxS on oogenesis in vivo, since in 

this study the exposure to PFHxS was acute (24h), while women are permanently 

exposed to this perfluorinated compound. Additional studies are needed to further 

investigate the molecular mechanisms by which PFHxS inhibits cellular communication 

and alters calcium homeostasis in germ cells, in order to understand the origin of 

pathologies related to infertility.
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INTRODUCCIÓN 

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

dañinas, particularmente en el sistema reproductivo. Los compuestos perfluorados han 

demostrado ser tóxicos persistentes, sin embargo su efecto en la reproducción no ha 

sido estudiado. En este trabajo se estudió el efecto del PFHxS, perfluorado muy 

utilizado en la industria, en la viabilidad, las uniones comunicantes y la homeostasis 

de calcio de ovocitos de ratón fetal in vitro. El trabajo consta de un desarrollo teórico, 

presentación del problema y objetivos, seguido de los resultados obtenidos y las 

conclusiones de este trabajo. 

Gametogénesis 

El proceso de diferenciación de los órganos genitales en sentido masculino o 

femenino, que se produce durante la vida embrionaria y fetal, involucra una cadena de 

eventos moleculares, hormonales y no hormonales que se inician en el momento 

mismo de la formación del huevo o cigoto y se prolongan hasta etapas avanzadas de 

la vida intrauterina (Rey, 2001). 

La morfogénesis del ovario de los mamíferos comienza cuando las células 

germinales primordiales (CGP) migran desde el epiblasto proximal del embrión en 

formación y colonizan las crestas genitales o primordios gonadales, dando origen a la 

gónada primitiva indiferenciada. La colonización provoca que la cresta, 

morfológicamente aplanada, se transforme en una estructura voluminosa como 

resultado de una proliferación mitótica activa de las CGP (Vitullo, 2016). 

La cresta genital emerge como un engrosamiento del epitelio celómico que se 

superpone a la cara ventral del mesonefros al 10° día postcoito (dpc) en el embrión de 

ratón. En ambos sexos, las CGP migran a través de la pared del intestino posterior 

aproximadamente al 9° dpc y llegan a la cresta genital del 10.5° al 11.5° dpc. En el 

ovario fetal de ratón, los ovocitos comienzan a formarse alrededor de 13.5 dpc cuando 

las células germinales femeninas (u ovogonias) dejan de proliferar e inician la 
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meiosis. Una vez que las CGP colonizan las crestas genitales, se fusionan con las 

células somáticas y forman las cuerdas ovígeras, que están delimitadas por la 

deposición de la lámina basal. En el ovario fetal, las cuerdas ovígeras se mantienen 

como grupos de células germinales femeninas (o nidos de células germinales) que 

están rodeados libremente por las células somáticas (posteriormente células de la 

granulosa). Cerca del momento del nacimiento, las células somáticas empiezan a 

romper los nidos de células germinales encerrando en su interior a los ovocitos, lo que 

lleva a la formación de folículos primordiales (ovocitos rodeados de una capa de 

células de la granulosa con forma aplanada) (Figura 1) (Liu et al., 2010).  

Una vez que los ovocitos inician la meiosis, progresan a través del leptoteno, 

zigoteno, paquiteno y, finalmente, se detienen en el diploteno de la primera profase 

meiótica. Los ovocitos son detenidos en el estadío diploteno del ciclo celular meiótico 

debido a la transferencia continua de varias moléculas de señalización y factores 

inhibidores a través de las uniones comunicantes entre las células granulosa 

circundantes y el ovocito dentro del microambiente folicular. Los ovocitos no reanudan 

la meiosis hasta la ovulación cuando la hembra alcanza la madurez sexual, gracias al 

estímulo de las gonadotropinas pituitarias. Una vez que se ocurre la ovulación, los 

ovocitos completan la primera división meiótica, entran en la segunda división meiótica, 

y en arresto de nuevo. La segunda división meiótica se completa después de la 

fertilización (Liu et al., 2010). 
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Figura 1. Línea del tiempo de los procesos que tienen lugar durante el desarrollo fetal del ratón. 
Durante la ovogénesis ocurren diferentes procesos, iniciando desde la migración de las CGP 
hacia las gónadas, hasta que comienza la foliculogénesis. La línea del tiempo está representada 
en días postcoito. D0: es el día de nacimiento (Tomada y modificada de Sarraj  y Drummond, 
(2012)). 

 

Uniones comunicantes 

La comunicación bidireccional entre el ovocito y las células de la granulosa en el 

folículo ovárico es necesaria para el mantenimiento de un ovocito sano en detención 

meiótica, y para la proliferación y diferenciación apropiada de la granulosa. La 

comunicación ovocito-células de la granulosa se produce tanto por señalización 

paracrina a través del fluido folicular como a través de uniones que conectan las células 

de la granulosa entre sí y con el ovocito (Richard y Baltz, 2014). 

Esta comunicación se produce a través de uniones comunicantes (también 

llamadas uniones tipo GAP o de hendidura) que son estructuras especializadas que 

se forman en puntos de contacto muy estrecho entre célula-célula; en las uniones 

comunicantes se produce una aposición íntima de las membranas plasmáticas de las 

dos células adyacentes como consecuencia de la agregación de cientos de canales 

que atraviesan las dos membranas celulares y que conectan entre sí. Por el poro de 

estos canales se pueden difundir iones, metabolitos, segundos mensajeros y, en 
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general, moléculas de hasta 1kD Este tipo de comunicación directa de célula a célula 

está presente en la gran mayoría de los tejidos y tipos celulares y participa en multitud 

procesos, entre los que se incluye el control de la proliferación y la diferenciación 

celular, la transmisión de señales eléctricas, la coordinación de la actividad metabólica 

y el mantenimiento de la homeostasis celular (Barrio y González-Nieto, 2012). 

Cada canal intercelular consta de dos hemicanales (conexones) que se acoplan de 

extremo a extremo, formando una estructura llamada hemicanal-conexón. Los 

conexones son estructuras hexaméricas ensambladas, pertenecientes a una gran 

familia de proteínas de subunidades llamadas conexinas (Cxs). Las Cxs son 

codificadas por una familia de genes compuesta por al menos 20 genes diferentes en 

el humano y 21 en ratón, y se denominan con el prefijo Cx seguido de un número que 

indica la masa molecular teórica aproximada. Los canales de unión formados de 

diferentes Cxs son permeables a moléculas dependientes de su tamaño y carga 

molecular (Figura 2) (Kidder y Vanderhyden, 2010). 

 

Figura 2. Las uniones comunicantes son canales entre membranas celulares que permiten que 
iones y pequeñas moléculas pasen directamente de una célula a otra. Estos canales son 
formados por proteínas de membrana llamadas conexinas (Cxs). En la membrana celular seis 
conexinas forman un canal o conexón. Cuando los conexones de dos células adyacentes se 
unen, forman una unión comunicante. Estas uniones comunicantes permiten que iones y 
moléculas de menos de 1kD pasen directamente de una célula a otra (Tomada y modificada de 
Stanfield, (2016)). 
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Los canales intercelulares se forman en dos etapas; en una primera fase, las Cxs 

se sintetizan y se oligomerizan formando hexámeros o conexones, que son 

transportados en vesículas hasta la superficie celular. En una segunda fase, las células 

deben aproximarse lo suficiente como para que los hemicanales de una célula lleguen 

a contactar con los de la célula vecina, y si son compatibles se unen; finalmente el 

canal intercelular recién formado adquiere la conformación de canal abierto y los 

citoplasmas de dos células entran en contacto directo (Barrio y González-Nieto, 2012). 

No todos los canales intercelulares son iguales, esta función depende de qué Cxs 

estén formando los canales. Cada canal puede diferir sustancialmente en cuanto a sus 

propiedades biofísicas, i.e., conductancia unitaria y permeabilidad, y a sus 

mecanismos de regulación. La comunicación intercelular es un fenómeno plástico, ya 

que los canales de Cxs no forman estructuras rígidas sino que son capaces de abrirse 

o cerrarse en función de multitud de estímulos fisiológicos y patológicos, como son: los 

cambios en el pH intracelular, el gradiente de voltaje entre el interior de las células 

acopladas, las variaciones en el potencial de membrana, y el grado de fosforilación o 

defosforilación de las Cxs del canal. Estos mecanismos de regulación, denominados 

de “compuerta”, modulan el grado de comunicación intercelular, pudiendo originar 

transiciones entre acoplamiento a desacoplamiento y viceversa en una escala de 

tiempo rápida, de menos de un milisegundo a varios minutos. La modulación de la 

comunicación intercelular a más largo plazo está regulada a nivel de su expresión 

génica (Patel et al., 2014). 

La capacidad de algunas Cxs para combinarse con otras Cxs confiere una mayor 

diversidad funcional a la comunicación intercelular, y posibilita que se conecten entre 

sí, no solo células del mismo tipo, sino también entre células de tipos diferentes que 

expresan Cxs compatibles. Cuando la composición en Cxs de los dos hemicanales es 

la misma (i.e., los canales son de tipo homotípico), la comunicación intercelular es 

simétrica y son los gradientes electroquímicos los que determinan la magnitud y la 

direccionalidad de la difusión de los iones y de las otras moléculas permeables. Sin 

embargo, cuando la composición en Cxs de los hemicanales es distinta (i.e., los 
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canales que se forman son de tipo heterotípico), la comunicación intercelular tiende a 

volverse asimétrica, ya que las diferencias de conductancia y permeabilidad entre los 

hemicanales pueden crear una barrera para la difusión y el movimiento de iones y de 

otras moléculas ocurre preferentemente en una sola dirección (Figura 3) (Winterhager 

y Kidder, 2015). 

 

Figura 3. Representación esquemática de las Cxs y los canales de uniones comunicantes. Las 
Cxs se oligomerizan para formar conexones hexaméricos en la membrana plasmática, los 
cuales se unen con conexones de células adyacentes para formar uniones comunicantes. (A) 
Todas las Cxs comparten la misma topología transmembranal, consistente en 4 dominios 
transmembranales (TM1-4), un asa citoplasmática (CL), dos asas extracelulares (EL1, EL2) y 
el dominio del amino-terminal (NT) y del carboxilo-terminal (CT) orientados hacia el interior 
celular. (B) Las propiedades de permeabilidad de los canales de las uniones comunicantes 
dependen de la composición de las Cxs que las formen: los canales pueden ser: 1) homotípico 
o 2 y 3) heterotípico (Tomado de Winterhager  y Kidder, (2015)). 

 

En el ovario de varias especies, la Cx37 y la Cx43 son las que se expresan de 

manera más abundante. En el ratón, durante la foliculogénesis, las uniones 

comunicantes compuestas por la Cx37 modulan la comunicación ovocito-células de la 

granulosa, mientras que las uniones comunicantes compuestas por la Cx43 establecen 

la comunicación entre las células de la granulosa conectándose entre ellas (Fig. 4) 

(Kibschull et al., 2015). 
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Figura 4. Rol de las uniones comunicantes en el folículo ovárico. La Cx37 y la Cx43 son 
expresadas predominantemente en los folículos de mamíferos. La Cx43 (en amarillo) forma 
uniones comunicantes entre las células de la granulosa. Las células de la granulosa están 
metabólicamente acopladas con los ovocitos a través de proyecciones transzonales desde las 
células de la granulosa que atraviesan la zona pelúcida (ZP) y forman uniones comunicantes 
con la membrana plasmática del ovocito (en rojo). Modelos animales revelan que la Cx37 
forman uniones comunicantes en la interfase ovocito-célula de la granulosa, las cuales son 
responsables del intercambio de metabolitos y moléculas de señalización, tales como el GMPc, 
importante para la foliculogénesis (Tomada y modificada de Kibschull et al., (2015)). 

 

Estas uniones comunicantes sirven como una red coordinada de comunicación 

entre los componentes citosólicos, regulando diferentes aspectos del desarrollo 

folicular. Las uniones comunicantes forman la estructura básica de cooperación 

metabólica entre las células somáticas y germinales, permitiendo el paso directo de 

factores críticos nutricionales y regulatorios entre ambos tipos celulares. Numerosos 

compuestos que el ovocito es capaz de tomar en cantidades significativas, se 
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producen o asimilan en las células de la granulosa a través de las uniones 

comunicantes. Entre éstos están la colina, la uridina, la glucosa, varios aminoácidos y 

la hipoxantina (Cuadro 1). Los ovocitos inmaduros dependen de las células foliculares 

adherentes para poder crecer in vitro, lo que indica que las uniones comunicantes son 

cruciales para su desarrollo. Además, las células foliculares también son fuentes de 

otros factores como el AMPc, necesario para el ovocito durante el desarrollo de la 

meiosis (Downs, 1995). 

 

Cuadro 1.- Evidencia de moléculas orgánicas e inorgánicas específicas que cruzan desde las 

células de la granulosa hacia los ovocitos a través de las uniones comunicantes. 

Ion o molécula Referencia 

Na+, Cl-, Ca2+ (Arellano et al., 2002) 

AMPc  (Bornslaeger y Schultz, 1985) (Salustri et al., 1985) 

GMPc  (Norris et al., 2009) 

Ribonucleósidos (Heller y Schultz, 1980) (Moor et al., 1980) (Heller et al., 1981) 

(Colonna y Mangia, 1983) 

Aminoácidos (Colonna y Mangia, 1983, Eppig et al., 2005, Haghighat y Van 

Winkle, 1990) 

2-Deoxiglucosa (Brower y Schultz, 1982) 

Colina (Heller et al., 1981, Moor et al., 1980) 

Inositol (Moor et al., 1980) 

(Tomado y modificado de  Kidder  y Vanderhyden, (2010)). 

Homeostasis de Calcio 

El calcio (Ca2+) es un transductor de señales importante, que actúa en asociación con 

proteínas. Dado que la afinidad del Ca2+ hacia las diferentes proteínas varía mucho (de 

nM a mM), esta interacción resulta, ya sea en la amortiguación o en el 

desencadenamiento de funciones específicas que alteran el metabolismo celular.  

El Ca2+ celular está muy concentrado en el retículo endoplásmico (RE), que no es 

simplemente un lugar de almacenamiento, sino un reservorio dinámico que responde 

a la estimulación celular eléctrica y química liberando o absorbiendo Ca2+, 
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favoreciendo así la señalización fisiológica rápida dependiente de Ca2+ (Chernorudskiy 

y Zito, 2017). 

Se ha demostrado que la liberación de Ca2+ desde los almacenes, participa en las 

transiciones meiótica y mitótica en muchos tipos celulares. En ovocitos de mamíferos, 

las oscilaciones intracelulares de Ca2+ ([Ca2+]i) están asociadas con la fertilización y la 

activación del desarrollo. Sin embargo, el papel de las oscilaciones de [Ca2+]i durante 

el desarrollo de ovocitos de mamíferos no ha sido completamente entendido. En 

ovocitos de ratón y de hámster, los incrementos de [Ca2+]i están presentes antes del 

rompimiento de la vesícula germinal (RVG), aunque no parecen necesarios para su 

finalización. En los ovocitos bovinos y porcinos, el [Ca2+]i parece necesario para el 

RGV y la progresión de la meiosis, ya que la adición de quelantes de Ca2+ retarda o 

bloquea la progresión de la meiosis. Se desconoce si durante el desarrollo de los 

ovocitos de estas especies existen oscilaciones espontáneas de [Ca2+]i (He et al., 

1997) 

Los ovocitos de mamífero completamente crecidos son detenidos en la etapa de 

vesícula germinal (VG) y están dotados de almacenes de [Ca2+]i en reservas bajas. A 

medida que la maduración se produce después de la señalización de la hormona 

luteinizante (LH), el Ca2+ aumenta de forma constante hasta la MII, potenciando la 

liberación de Ca2+ mediada por Inositol trifosfato (IP3) y promoviendo la adquisición de 

oscilaciones similares a la fecundación (Cheon et al., 2013). 

Se ha demostrado que las oscilaciones espontáneas de calcio se observan por 

primera vez en los ovocitos de ratón en crecimiento, alrededor del tiempo de la 

maduración cuando la capacidad de reanudar la meiosis es aparente y no en los 

ovocitos que son meióticamente incompetentes o inmaduros. También, después de 

que la meiosis se reanuda, ya sea in vitro o in vivo, la aparición de oscilaciones 

espontáneas de calcio disminuye drásticamente entre 2 y 5 horas después de la 

liberación del folículo (Carroll et al., 1994). Se ha demostrado que varios de los 

parámetros de la homeostasis de Ca2+ cambian progresivamente durante la 

maduración, por ejemplo el Ca2+ almacenado en el retículo endoplásmico ([Ca2+]RE) 

aumenta constantemente durante la maduración y las moléculas responsables de 
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estos ajustes en la homeostasis de Ca2+ pueden experimentar modificaciones 

dinámicas durante la maduración tal como algunos de los mecanismos o canales 

activos en la etapa VG pueden no serlo en la etapa MII y viceversa (Wakai y Fissore, 

2013). 

Algunos datos han mostrado que la inyección de Ca2+ en ovocitos de ratón induce 

activación partenogenética y el subsiguiente desarrollo embrionario normal. La 

literatura revela que el reinicio de la meiosis es mediada tanto por corrientes de [Ca2+]i 

como de la membrana plasmática, a veces en una cooperación sinérgica. En algunas 

especies, las corrientes intracelulares estimuladas por ionóforos de Ca2+ inducen la 

maduración de ovocitos (Tosti, 2006). 

En los mamíferos, como un esquema general, la maduración del ovocito implica la 

reanudación de la meiosis en respuesta a una oleada de LH, la disrupción de las 

uniones comunicantes después de la estimulación de gonadotropinas y una 

disminución en los niveles de AMPc (Fig.5). Aunque se conoce un papel potencial de 

las corrientes de Ca2+ en la reanudación de la meiosis, aún no se ha dilucidado si: i) el 

Ca2+ participa por sí mismo como señal positiva en el RVG inducida por LH o, ii) los 

otros factores que atraviesan las uniones comunicantes pueden influir en los niveles 

de Ca2+ dentro de los ovocitos. La literatura muestra que se requiere la oscilación de 

[Ca2+]i para la maduración espontánea en ovocitos de ratón y de cerdo, y que el 

aumento en las concentraciones de Ca2+ en el momento del RVG confirma la relación 

entre las corrientes de [Ca2+]i y la maduración de ovocitos en varias especies. La 

aparición de oscilaciones espontáneas de Ca2+ en el ovocito de ratón en estadio de 

VG durante la maduración meiótica in vitro mostró la implicación de un mecanismo 

dependiente de IP3 en hámster, bovino y humanos (Wakai y Fissore, 2013). 
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Figura 5.  Esquema general de la participación del calcio en la maduración del ovocito. La unión 
de la LH a su receptor en la célula de la granulosa estimula la entrada de calcio a través de las 
uniones comunicantes al ovocito. Un aumento en las concentraciones de calcio dentro del 
ovocito bloquea a la adenilato ciclasa lo que a su vez disminuye el AMPc y permite la 
reanudación meiótica en el ovocito. Altas concentraciones de AMPc mantienen al ovocito en 
arresto meiótico (Tomada y modificada de Ben-Ami et al., (2006)). 

 

Toxicología reproductiva 

La toxicología reproductiva se define como la rama de la toxicología que estudia 

los efectos deletéreos producidos por agentes exógenos (xenobióticos) en la 

reproducción. Estos actúan sobre la progenie y/o alteran las funciones reproductivas 

tanto masculinas como femeninas (Robert, 2001, Serrano et al., 2001). La exposición 

perinatal a contaminantes ambientales y a otros agentes químicos afecta en forma 

irreversible la diferenciación y programación de varios tipos celulares, alterando 
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cualitativa y cuantitativamente su función y determinando el desarrollo de patologías 

más tarde en la vida (Tchernitchin y Mena, 2006). 

Dentro de los xenobióticos se incluyen agentes químicos naturales o sintéticos. Las 

alteraciones sobre la salud más frecuentemente asociadas con la exposición con 

sustancias químicas sintéticas, tanto en animales (peces, reptiles, pájaros, mamíferos) 

como en el humano, incluyen disfunciones tiroideas, alteraciones en el crecimiento, 

aumento en la incidencia de problemas relacionados con el tracto reproductor 

masculino, disminución de la fertilidad, pérdida en la eficacia del apareamiento, 

anomalías del comportamiento, alteraciones metabólicas desde el nacimiento, 

desmasculinización o feminización, así como alteraciones del sistema inmune e, 

incluso, incremento en la incidencia de diferentes tipos de cáncer (Salame-Méndez et 

al., 2010), por mencionar algunas.  

En el mundo, se estima que existen alrededor de 13 millones de compuestos 

químicos, incluyendo los naturales y los sintéticos. La Agencia para la Protección al 

Ambiente de los Estados Unidos de Norteamérica (EPA) y la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) aceptan que, aproximadamente, 112 000 de estos compuestos son 

sintetizados por el hombre para uso cotidiano y que una media de 2000 sustancias 

químicas nuevas se incorporan anualmente al censo por  la actividad humana; de tal 

manera que el hombre y toda clase de vida de su entorno se encuentran expuestos a 

ellos (Fernández-Barocio y Sánchez-Villegas, 2013). 

 

Compuestos Perfluorados (PFCs) 

Los PFCs son compuestos muy estables, que han sido fabricados por el hombre 

desde 1950 y utilizados ampliamente en aplicaciones comerciales e industriales como 

agentes tensoactivos, en productos como papel, revestimientos textiles, alimentos y 

embalajes (Calafat et al., 2007). Se componen de una cadena principal de carbono 

fluorado de longitud variable y un grupo funcional carboxilato o sulfonato. Esta 

estructura anfipática proporciona propiedades de repelencia al agua y al aceite y 

resistencia a las manchas (Conder et al., 2008). Los carboxilatos perfluorados o 
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perfluoroalquil-carboxilatos incluyen el ácido perfluorooctanoico (PFOA, con fórmula 

CF3-(CF2)6-COOH), el ácido perfluorononanoico (PFNA) y el ácido perfluorodecanoico 

(PFDA, con fórmula CF3-(CF2)8-COOH). Los sulfonatos perfluorados o perfluoroalquil 

sulfonatos incluyen el ácido perfluorooctano sulfónico (PFOS, con fórmula CF3-(CF2)7-

SO3H), y el ácido sulfónico perfluorohexano (PFHxS, con fórmula CF3-(CF2)5-SO3H) 

(Nelson et al., 2010). 

La producción mundial total de perfluoroalquil-sulfonatos de 1970 a 2002 fue de 

aproximadamente 100 000 Ton (Paul et al., 2009). Su producción ha disminuido debido 

a la suspensión de fabricación por la compañía 3M, pero aún es elevada. Se estima 

que, en China durante 2006, la producción fue de más de 200 Ton; en tanto que la de 

perfluoroalquil-carboxilatos para ese mismo año fue de 9 mil toneladas (United States 

Environmental Protection Agency, 2016). 

En los últimos años, se han encontrado PFCs en el aire de varias regiones de la 

tierra, y su detección en la atmósfera del Ártico atrajo el interés científico. Las 

concentraciones detectadas de PFC en el hemisferio norte, en el Ártico canadiense y 

el Océano Atlántico fueron de 2, 11 y 40 pg/m3 respectivamente, mientras que, en 

zonas pobladas del hemisferio norte fueron de 972 pg m-3; en Europa Central, 243 

pg/m3; en Asia, 2466 pg/m3, y América del Norte, 403 pg/m3 (Annamalai y 

Namasivayam, 2015). 

Aunque las fuentes principales de exposición humana son poco conocidas, se sabe 

que se pueden ingerir a través de la dieta, el agua potable y el polvo. Una vez que 

entran en el cuerpo humano, los PFCs se eliminan lentamente y no se someten a 

reacciones de biotransformación (Lau et al., 2007). Se bioacumulan debido a que se 

unen a las proteínas en hígado y suero. Su vida media en suero en humanos se 

estiman en 5.4 años para el PFOS y 3.8 años para el PFOA. Se asume que los 

compuestos de cadena más corta podrían tener tiempos de vida media menores, 

aunque el PFHxS es una excepción, con una vida media estimada de 8.5 años (Nelson 

et al., 2010). 

Se han encontrado residuos de PFCs en hígado, tejido adiposo, suero de animales 

de vida silvestre y humano. Es importante destacar que en la leche materna y en la 
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sangre del cordón umbilical han sido detectados. Este fenómeno es común en 

poblaciones desde las regiones polares hasta zonas industrializadas (Wolf et al., 

2008). 

A nivel celular, los PFCs pueden producir proliferación de peroxisomas, mientras 

que a nivel fisiológico se han relacionado con el desarrollo de hepatomegalia, 

hiperplasia y hepatocarcinogénesis (Sohlenius et al., 1994, Wolf et al., 2012). Keil et 

al., (2008), demostraron que, durante el desarrollo, el sistema inmune de ratones 

expuestos a PFCs es afectado, lo que resulta en alteraciones funcionales en la 

inmunidad innata y humoral. Johansson et al., (2009) detectaron alteraciones en la 

expresión de proteínas importantes para el crecimiento neural y la sinaptogénesis en 

ratones neonatos expuestos a PFCs (Keil et al., 2008).  

Se ha postulado que el aumento a la exposición de contaminantes ambientales e 

industriales es responsable de la disminución global de la fertilidad. Estudios en 

mujeres han sugerido asociaciones entre la exposición a los PFCs y alteración de las 

funciones reproductivas (Bach et al., 2016, Kristensen et al., 2013), sin embargo, el 

efecto directo de los PFCs en la fertilidad femenina y los mecanismos biológicos que 

interfieren han sido poco estudiados. En mujeres con niveles altos de PFOA y PFOS 

en suero, aumentó el riesgo de infertilidad y el ciclo menstrual se tornó irregular 

(Annamalai y Namasivayam, 2015). Otros estudios demostraron que la exposición a 

PFCs puede ser causa de síndrome de ovario poliquistico, endometriosis, menopausia 

precoz y retraso en la ovulación (Buck et al., 2011, Governini et al., 2011, Konkel, 2014, 

Lyngso et al., 2014, Taylor et al., 2014, Vagi et al., 2014) 

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). En 

una muestra de pacientes sometidas a protocolos de técnicas de reproducción asistida 

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

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

tasa de fertilización y menos embriones transferidos, en comparación con el grupo de 

mujeres del grupo control (Governini et al., 2011). 
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En células somáticas está bien documentado que varios PFCs interfieren con las 

uniones comunicantes, también llamadas de hendidura o gap (Upham et al., 2009). En 

el caso de los ovocitos durante la foliculogénesis y la maduración, estas uniones 

intercelulares resultan fundamentales para establecer una cooperatividad metabólica 

entre éstos y las células de la granulosa, por lo que es muy probable que ocurran 

alteraciones en estas estructuras durante la maduración de los ovocitos que finalmente 

puedan ser causa de infertilidad.  

Dominguez et al., (2016), demostraron que el PFOS perturba las uniones 

comunicantes de ovocitos porcinos, además de afectar negativamente la viabilidad y 

la maduración de ovocitos de porcino expuestos in vitro a PFOS. 

Los PFCs también afectan la homeostasis de calcio y la función mitocondrial en 

células somáticas, que pueden ser factores esenciales para el desencadenamiento de 

apoptosis (Kleszczynski y Skladanowski, 2011, Kleszczynski et al., 2009). Sin embargo 

en ovocitos no hay reportes de su influencia. La homeostasis de calcio es fundamental 

para todos los tipos celulares, por lo que se espera que la maduración de ovocitos y, 

por ende la fertilización, se vean afectados tras su exposición a PFCs.  

En un trabajo reciente se demostró que el PFOS puede afectar la reproducción, ya 

que se observó un efecto negativo en la viabilidad y maduración de ovocitos porcinos, 

así como también disminución de la viabilidad de las células del cúmulus tratadas en 

un modelo in vitro (Teteltitla, 2014) 

Los efectos adversos provocados por PFOS y PFOA han sido motivo de 

investigación en las últimas décadas (Dominguez et al., 2016, Inoue et al., 2004, 

Jacquet et al., 2012, Johansson et al., 2009), sin embargo, otros PFCs han sido poco 

estudiados. Inicialmente se pensaba que los PFCs de cadena corta tenían efectos 

similares a PFOS, aunque menos riesgo de bioacumulación y toxicidad (Barmentlo et 

al., 2015). Gorrochategui et al., (2014), compararon la toxicidad de varios PFCs, 

encontrando una correlación positiva entre la longitud de la cadena de carbono de 

PFCs y su toxicidad en una línea celular de hepatocarcinoma humano. A pesar de 

esto, se demostró que tanto PFOS como los PFCs de cadena corta promovieron la 

expresión de estrógenos y el receptor de andrógenos y causaron efectos hepato-
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histológicos negativos en el anfibio Xenopus laevis en concentraciones altas (100-1000 

mg/L), lo que abre la cuestión de si los PFCs de cadena corta podrían sustituir a los 

PFCs de cadena larga en la industria sin producir los efectos adversos de PFOS. 

El PFHxS es uno de los PFCs más ampliamente distribuidos y se ha sugerido 

que pueden producir un efecto neurotóxico. Se ha detectado en alimentos de consumo 

humano, así como en el polvo doméstico, principalmente de alfombras y tapicería 

(Beesoon et al., 2012). Un número creciente de estudios de biomonitoreo han 

demostrado su presencia en la sangre de la población animal y humana (Cuadro 2), 

así como en la sangre del cordón umbilical y en la leche materna humanos, lo que 

indica que el PFHxS es un contaminante ambiental ubicuo y su exposición se produce 

a partir de la etapa fetal y durante toda la vida. Esto ha levantado una gran 

preocupación por sus efectos sobre la salud y la reproducción (Lee et al., 2014). 

 

Cuadro 2. Concentraciones de PFHxS reportados para la población en general, laboralmente 

expuestos y para fauna de vida silvestre. 

Población en 

general 

USA Suecia Japón Brasil Corea España Canadá 

(laboralmente 

expuestos) 

concentraciones 

en suero (µM) 

0.1 0.6 0.2 0.3 0.5 0.5 3.23 

Animales de 

vida silvestre 

Pato Peces Tortugas Oso polar 

Concentraciones 

en suero (µM) 

0.4 3 0.2 0.8 

(Tomado y modificado de Beesoon et al., (2010)). 

 

Lee et al., (2014), examinaron los efectos de PFHxS sobre la muerte celular 

neuronal y los mecanismos subyacentes, reportando que este compuesto produce 

apoptosis en las células granulares del cerebro. 

Por otro lado, la Compañía 3M no encontró toxicidad reproductiva o del 

desarrollo asociado con la exposición a PFHxS en ratas, pero otros autores han 
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demostrado en animales de experimentación que estos compuestos se eliminan entre 

1 y 4 meses (Sundstrom et al., 2012) e inducen alteraciones en el metabolismo de  

triglicéridos y colesterol (Bijland et al., 2011). 

En estudios recientes se detectaron cambios en la expresión de genes que 

regulan el desarrollo del tejido, la organización celular y la señalización de célula a 

célula en embriones de pollo expuestos in ovo a PFHxS (Beesoon et al., 2012, 

Cassone et al., 2012), mientras que Vongphachan et al., (2011), encontraron que el 

PFHxS altera la expresión de la hormona tiroidea a nivel transcripcional en el pollo 

durante el desarrollo embrionario y Gorrochategui et al., (2014) reportó que este 

perfluorado inhibe la actividad de la aromatasa CYP19 en placenta humana. 

En los estudios realizados por Velez et al., (2015), se demostró que PFOA y PFHxS 

están relacionados con un retraso en el tiempo para conseguir un embarazo incluso a 

niveles de exposición bajos. 

Por lo arriba mencionado, el interés de este estudio es caracterizar los efectos del 

PFHxS durante la ovogénesis temprana en el modelo de ratón fetal in vitro. 
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JUSTIFICACIÓN 

Los PFCs han sido utilizados de manera indiscriminada, por lo que son 

contaminantes ubicuos del ambiente, frecuentemente encontrados en el agua, en los 

alimentos y presentes en el entorno doméstico. 

Se bioacumulan y, en humanos, se han encontrado concentraciones plasmáticas 

de PFHxS de 1.96 ng/ml  en el periodo 2007/2008 en pobladores de USA (United 

States Environmental Protection Agency, 2016). 

El PFHxS es uno de los compuestos perfluorados más ampliamente distribuidos 

en el ambiente y se le ha relacionado con alteraciones en la señalización célula-célula 

y la homeostasis de Ca2+ en células somáticas. En el gameto femenino, el Ca2+ y las 

uniones comunicantes son fundamentales para que el ovocito pueda madurar y llegar 

a ser viable para la fertilización. Alteraciones en la comunicación del ovocito-células 

de la granulosa son causa de infertilidad.  

En células somáticas se han realizado varios estudios acerca de los efectos de la 

exposición a los PFCs, por ejemplo, cómo afectan a las uniones comunicantes, sin 

embargo, en ovocitos la información es escasa aunque se sabe que afectan las 

uniones comunicantes en porcinos expuestos a PFOS. En cuanto a la homeostasis de 

calcio no existen reportes de cómo los PFCs alteran las concentraciones de Ca2+ en 

el ovario o en el mismo ovocito. 

No se conoce el efecto del PFHxS sobre el desarrollo temprano de ovocitos en 

mamíferos, por lo que consideramos relevante evaluar el efecto del PFHxS sobre las 

uniones comunicantes y la homeostasis de Ca2+ durante la ovogénesis temprana del 

ratón in vitro. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Debido a los antecedentes mencionados, es importante evaluar si la viabilidad, las 

uniones comunicantes y la homeostasis de Ca2+ son alteradas por el PFHxS durante 

la ovogénesis temprana de ratón in vitro.
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿El PFHxS afectará la viabilidad, las uniones comunicantes y la homeostasis de Ca2+ 

durante la ovogénesis temprana de ratón in vitro? 
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OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto in vitro del PFHxS en la viabilidad, las uniones comunicantes y 

la homeostasis de Ca2+ durante la ovogénesis temprana del ratón. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 Determinar la concentración letal media (CL50) del PFHxS en ovocitos de ratón 

fetales in vitro. 

 Determinar si el PFHxS interfiere en las uniones comunicantes durante la 

ovogénesis temprana in vitro. 

 Determinar si el PFHxS altera la homeostasis de Ca2+ de ovocitos de ratón 

fetales in vitro. 
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HIPÓTESIS 

Si los PFCs han mostrado alterar la función de las uniones comunicantes, así como la 

homeostasis de Ca2+ en células somáticas, entonces el PFHxS causará alteraciones 

de las uniones comunicantes y sobre la homeostasis de calcio en cultivos de ovocitos 

durante la ovogénesis temprana del ratón. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Diseño experimental 

 

Figura 6. Diagrama del diseño experimental. 

 

 Para poder establecer la CL50 se emplearon concentraciones desde 10 hasta 600 

µM de PFHxS diluido en DMSO. Para ver el efecto del PFHxS en las uniones 

comunicantes y la homeostasis de Ca2+ se utilizaron concentraciones sub-letales de la 

CL50 (1/4 y 1/8). Este trabajo se realizó bajo los Lineamientos para la Conducción Ética  

de la Investigación 2010 aprobado por la Comisión de Bioética de la División de 

Ciencias Biológicas y de la Salud de la UAM-Iztapalapa. 
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Para el cumplimiento de los objetivos se utilizó el modelo del ratón para el estudio 

de la ovogénesis temprana y el efecto del PFHxS. A continuación, se describe la 

metodología 

Cultivo de ovarios fetales de ratón. 

Para los ensayos de viabilidad y homeostasis de Ca2+, los ovarios de embriones 

de ratón de 19.5 dpc se disectaron y cada ovario se cortó en 3 fragmentos utilizando 

agujas finas (G 5/8) bajo el microscopio estereoscópico. Los fragmentos de ovario se 

cultivaron en cajas de 24 pozos, en medio Waymouth (Waymouth MB 752/1 Medium 

con L-glutamina y 2 gramos de bicarbonato de sodio, Sigma) suplementado con suero 

de caballo (5%), suero fetal bovino (2.5%) y penicilina (100µg/ml)/estreptomicina (1/ml) 

(1%), a 37oC en una atmósfera con 5% de CO2, durante 7 días. El medio fue sustituido 

por medio nuevo cada tercer día. Hacia el día 7 de cultivo, un gran número de ovocitos, 

con un tamaño de 50-70 m en estadio de vesícula germinal fueron muy visibles en 

los explantes de ovario.  

Para el ensayo de las uniones comunicantes, ovarios de 19.5 dpc fueron 

disectados y cultivados completos en cajas de 24 pozos. Cada pozo se acondicionó 

con una placa de cultivo celular (Millicell® Culture Plate Inserts, Alemania) en donde 

se puso el ovario durante 7 días en medio DMEM/F12 (DMEM/F12 (1:1) (1X) 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 (Ham), con L-glutamina y 

2.438 g/L de bicarbonato de sodio, Gibco) + αMEM (MEM Alpha (1X) Minimum 

Essential Medium, con L-glutamina, ribonucleósidos y deoxiribonucleosidos, Gibco) 

sumplementado con 0.23 mM ácido pirúvico; 3% (w/v) albumina sérica bovina (BSA) 

(Bovine Albumin Fracción V, pH. 7. 0, ICN, MP Biomedicals, Inc, USA); mix de insulina 

(5mg/mL), transferrina (mg/mL), selenito de sodio (5ng/mL) (mix ITS, Gibco); 100 

UI/mL penicilina G, 100 µg/mL de sulfato de estreptomicina. 

Concentración letal media (CL50). 

Al séptimo día de cultivo, los explantes de ovario se incubaron con 

concentraciones crecientes de PFHxS diluido en DMSO (200, 350, 400, 425, 450, 475 
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y 500 M) en todos los casos se contó con un control al que no se le aplicó ningún 

tratamiento y otro grupo control con DMSO. Después de 24h, se lavaron  e incubaron 

en medio fresco. 

Para determinar la viabilidad, al séptimo día de cultivo se llevó a cabo el conteo de 

ovocitos por pozo, (el cual será llamado tiempo 0 (T0)). Posteriormente expusieron al 

PFHxS durante 24h. Transcurrido el tiempo de exposición, se realizó un nuevo conteo 

en cada pozo para determinar la CL50 (tiempo 24: T24). Posteriormente se incubaron 

en 200 µL de bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (45µM) 

durante 30 minutos a una concentración de 0.5 mg/mL. Este ensayo se basa en la 

reducción metabólica del MTT realizada por la enzima mitocondrial succinato-

deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazán), permitiendo 

determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La viabilidad se 

analizó bajo el microscopio de campo claro (OLYMPUS CX31) a 400X, considerando 

los ovocitos incoloros como muertos y los de color purpura como vivos.  

Efecto del PFHxS en las uniones comunicantes 

Se empleó un bioensayo para analizar el efecto del PFHxS en las uniones 

comunicantes durante la ovogénesis temprana. Esto se llevó a cabo mediante el uso 

de los marcadores fluorescentes Calceína AM 1μM (39,69-Di (Oacetil)-29,79-bis [N, N 

bis (carboximetil) amino metil]-fluoresceína, tetraacetoxi metil éster; Molecular Probes, 

Life Technologies, USA). La calceína AM es un colorante que penetra en la célula por 

su grupo funcional AM, una vez en la célula, algunas esterasas hidrolizan el grupo AM, 

esta nueva estructura únicamente puede ser transportada a otras células a través de 

uniones comunicantes, por lo que puede utilizarse para determinar la viabilidad celular 

en la mayoría de las células eucariotas. En células vivas, la calceína AM no 

fluorescente se convierte en calceína con fluorescencia verde tras la hidrólisis del 

acetoximetil éster por parte de las esterasas intracelulares. Los ovarios se incubaron 

como se describió previamente. Al 7o día de cultivo, los ovarios se expusieron a 

concentraciones subletales de la CL50 de PFHxS (1/4 y 1/8). Como control positivo se 

utilizó el inhibidor de uniones comunicantes carbenoxolona disódica (100 µM) 
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(Carbenoxolone disodium salt, Sigma, USA) (Juszczak y Swiergiel, 2009). Después de 

24 horas de exposición se realizó un corte transversal en los ovarios y se incubaron 

en una mezcla de 2µl/mL de calceína (1µM) y 50µl/mL (45µM) de Hoechst en PBS. 

Después de 15 minutos se retiró el exceso de colorante y se lavaron 3 veces en PBS. 

Posteriormente se incluyeron en medio de congelación (Tissue-Tek, O.C.T. 

Compound. 10.24% w/w alcohol polivinil; 4.26% w/w glico polietileno y 85.50% w/w 

ingredientes  no reactivos). Se realizaron cortes de 10 m perpendiculares al corte 

inicial. La emisión de fluorescencia de las muestras se analizó en un microscopio de 

epifluorescencia (Zeizz, Axio Star Plus) (λex 496 nm; λem 516 nm). Entre más uniones 

comunicantes funcionales tenía el tejido, la migración de calceína desde el sitio de 

corte inicial del tejido fue mayor y se observó en color verde. El análisis de 

fluorescencia de las imágenes se realizó con el programa ImageJ (Schneider et al., 

2012). 

Efecto del PFHxS en la homeostasis de Ca2+ 

Se llevó a cabo con el empleo de un fluorocromo con afinidad alta al [Ca2+]i 

Fluo-8 (Fluo-8 AM, ab142773, abcam). Al séptimo día de incubación, los explantes de 

ovario fueron expuestos a concentraciones subletales de la CL50 (1/4 y 1/8) por 24h. 

Transcurrido este tiempo, se quitó el perfluorado y se incubaron en 4μl/mL de fluo-8 

AM (2µM) (Thermo Fisher Scientific) en solución salina balanceada de Hanks (HHSB) 

a 37°C, 5% CO2 durante 1h. La concentración de [Ca2+]i se determinó a partir de la 

proporción de la fluorescencia de fluo-8 a 520 nm excitando con luz UV a 490 nm, en 

microscopio de epifluorescencia (Zeizz, Axio Star Plus). 

 

Análisis estadístico 

Los experimentos se realizaron al menos en tres ensayos independientes y por 

duplicado cada uno de ellos. El análisis estadístico de los resultados se llevó a cabo 

mediante la prueba t de Student. Se tomaron valores con diferencias estadísticas 

aquellos con P <0.05. 
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RESULTADOS 

PRIMER OBJETIVO: Determinación de la concentración letal media 

(CL50) del PFHxS en ovocitos de ratón fetales in vitro. 

Para la determinación de la CL50 las concentraciones de PFHxS utilizadas 

fueron: 200, 300, 350, 400, 425, 450, 475, 500 y 600 µM. Se decidió utilizar estas 

concentraciones con base en experimentos previos, no publicados todavía, en los que 

se observó que concentraciones más bajas de PFHxS no ocasionaba efectos de 

toxicidad en los ovocitos. Además, para descartar el posible efecto tóxico del diluyente 

DMSO 0.02% en la viabilidad de los ovocitos, se añadió un control del mismo en la 

mayor concentración utilizada para el PFHxS de 600 µM.  

En las Figuras 7 y 8, se observan los explantes de ovario de ratón fetal al 7° día 

de cultivo, antes de la exposición al PFHxS (T0) y 24 h después de la exposición al 

perfluorado (T24) de seis diferentes tratamientos. Al T0 se observa en cada explante 

una gran cantidad de ovocitos los cuales pueden identificarse como pequeñas esferas 

blancas en el centro de la imagen. En la figura 7, tanto el grupo testigo, así como el 

tratamiento con DMSO y con PFHxS a 350 µM el número de ovocitos no disminuye 

después de 24 h de incubación, sin embargo, la cantidad de ovocitos se reduce 

drásticamente de manera dosis dependiente en los tratamientos de 400, 450 y 500µM 

(Figura 8). Esto se puede observar mejor en la figura 9. En esta gráfica se puede 

apreciar que la mortalidad de los ovocitos (eje de las Y) se incrementa 

proporcionalmente a la concentración del PFHxS (eje de las X). Entre el grupo testigo 

y en el tratamiento con DMSO no se observan diferencias significativas, lo que 

demuestra que el DMSO no tiene efecto citotóxico en los ovocitos. Tampoco se 

observa efecto en concentraciones menores de 200 y 300 µM, siendo la dosis umbral 

de 350 µM. Una diferencia estadísticamente significativa se observa a partir de 400 

µM en donde el efecto del PFHxS es notable. 

A partir de estos datos se obtuvo una curva dosis-respuesta y se calculó la CL50, la 

cual fue de  471.95 µM (Fig. 10). 
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Figura 7. En el centro de la imagen se observan los explantes de los ovarios de ratones fetales (100X). Las flechas indican los nidos 
de ovocitos vivos característicos como pequeñas esferas blancas.  No se observa efecto toxico tanto del DMSO como del PFHxS a 
350 µM. T0, antes del tratamiento; T24, 24 h después del tratamiento; control medio, grupo testigo; DMSO, control con el vehículo; 
350 µM, concentración el PFHxS. 
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Figura 8. En el centro de la imagen se observan los explantes de los ovarios de ratones fetales (100X). Las flechas indican los nidos 
de ovocitos vivos caracteristicos como pequeñas esferas blancas. Se observa efecto toxico del PFHxS de manera dosis dependiente. 
T0, antes del tratamiento; T24, 24 horas después del tratamiento; 400, 450 y 500 µM, concentración el PFHxS 
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Figura 9. Porcentajes de mortalidad en ovocitos tratados con PFHxS y control (promedio ± 
desviación estándar). Se observa que a partir de una concentración de 400 µM existe 
citotoxicidad por parte del PFHxS de manera dosis dependiente. * Los asteriscos muestran las 
diferencias significativas con P<0.05 respecto al control 
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Figura 10. Curva dosis-respuesta. Mortalidad de los ovocitos expuestos a PFHxS. Análisis de 
regresión. A través de este análisis se logró encontrar la dosis en que se mueren el 50% de los 
ovocitos. r2 0.8939. 
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SEGUNDO OBJETIVO: Determinación in vitro del efecto del PFHxS 

en las uniones comunicantes durante la ovogénesis temprana del 

ratón 

Para alcanzar el segundo objetivo, ovarios fetales completos fueron cultivados in vitro 

en presencia de concentraciones crecientes de PFHxS y teñidos con calceína AM y 

Hoechst durante 15 minutos. 

La calceína AM es un compuesto no fluorescente. Gracias a su derivado 

acetoximetilado (AM) es que puede ser absorbida por las células vivas a través de las 

uniones comunicantes. Una vez dentro de la célula, las enzimas esterasas 

biotransforman la calceína AM en calceína, la cual es un colorante que si es 

fuertemente fluorescente. Debido a que las esterasas son activas únicamente en 

células vivas el uso de la Calceína AM nos permite evaluar tanto la funcionalidad de 

las uniones comunicantes así  como la viabilidad del tejido. 

En la figura 11, del lado izquierdo, se observa la migración de la calceína a través de 

las uniones comunicantes en el tejido. En el grupo control (DMSO), se observa una 

amplia migración de la calceína a lo largo del tejido a través de las uniones 

comunicantes, sin embargo, a dosis de PFHxS de 117.98 µM, que corresponde a 1/8 

de la CL50 y a 235.97 µM que corresponde a ¼ de la CL50, se observa una reducción 

en la migración de la calceína. Se utilizó como control positivo carbenoxolona (CBX), 

que es un inhibidor de uniones comunicantes. En la parte inferior de la misma figura, 

se puede observar el efecto de la carbenoxolona, el cual al inhibir las uniones 

comunicantes no permite observar que la fluorescencia migre en el tejido. En la misma 

figura, del lado derecho, se observa la tinción con el colorante Hoechst, el cual es un 

colorante que se une al ADN de células vivas. En todos los experimentos se puede 

observar la fluorescencia del Hoechst, indicando la viabilidad de las células en el tejido. 
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Figura 11. Cortes de ovario fetal de ratón tratados con calceína AM y Hoechst (100X). Lado 
izquierdo: cortes teñidos con calceína AM. Cada fotografía representa diferentes tratamientos: 
DMSO; PFHxS 117.98 µm, que corresponde a 1/8 de la CL50; PFHxS 235.97µm, que 
corresponde a 1/4 de la CL50; carbenoxolona (CBX), un inhibidor de uniones comunicantes. Las 
flechas indican el sitio de corte y la migración de calceína a través de las uniones comunicantes 
hacia el interior del ovario. Se observa una disminución en la migración de la calceína a medida 
que aumenta la concentración del PFHxS. Lado derecho: cortes teñidos con Hoechst  
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En la Figura 12 se muestra la distancia de difusión de la calceína a través de las 

uniones comunicantes. Se observa una diferencia significativa con el control a partir 

del tratamiento con 117.98 µM. La migración de la calceína se ve reducida de manera 

importante indicando el efecto tóxico del PFHxS en la funcionalidad de las uniones 

comunicantes. 

 
Figura 12. Se muestra la distancia de migración de la calceína (promedio ± desviación estándar) a 

través de las uniones comunicantes. En el control, a distancia de migración es grande 
comparado con la distancia de migración de los explantes tratados con PFHxS, en donde se 
observa un claro efecto citotóxico por parte de perfluorado. En el tratamiento con carbenoxolona 
no se observa migración de la calceína debido a la inhibición de las uniones comunicantes. UA: 
unidades arbitrarias de distancia. * Los asteriscos muestran las diferencias significativas con 
P<0.05 respecto al control. 
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TERCER OBJETIVO: Determinación del efecto del PFHxS en la 

homeostasis de Ca2+ en ovocitos de ratón fetales cultivados in vitro. 

Para determinar el efecto del PFHxS en la homeostasis de calcio se llevó a cabo la 

metodología descrita utilizando fluo-8 AM como agente indicador de calcio intracelular. 

Los explantes de ovocitos se incubaron en 4μl/ml de fluo-8 AM (2µM) en solución salina 

balanceada de Hanks (HHSB) a 37°C, 5% CO2 durante 1 hora 

En la figura 13 se observa el marcaje del fluorocromo en los ovocitos. Del lado 

izquierdo de la imagen se observan los explantes de ovario en campo claro, mientras 

que del lado derecho de la imagen se observan los explantes una vez que fueron 

tratados con Fluo-8. En el control (DMSO) su puede observar una fluorescencia fuerte 

del fluo-8 en los ovocitos, indicando la presencia de Ca2+ intracelular. Sin embargo, en 

las imágenes inferiores, la fluorescencia del fluo-8 en los ovocitos es nula, lo cual indica 

el efecto tóxico del PFHxS a concentraciones subletales de la CL50.  
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Figura 13. Explantes de ovario fetal de ratón teñidos con fluo-8 (400X). Izquierda, imagen en 
campo claro de los explantes de ovario; derecha, imagen de los explantes de ovario teñidos con 
fluo-8. Las flechas indican e lugar donde se encuentran los ovocitos. En el control se pueden 
apreciar la fluorescencia de los ovocitos teñidos con fluo-8, indicando la presencia de calcio. Al 
exponer a los explantes al PFHxS no se observa fluorescencia en los ovocitos, lo que indica la 
toxicidad del perfluorado en la homeostasis de calcio. 
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DISCUSIÓN  

El PFHxS es uno de los PFCs más usados por más de 50 años en una variedad de 

aplicaciones industriales y de consumo tales como espumas contra incendios, telas y 

utensilios de cocina. Se ha detectado en diversas fuentes dietéticas, así como en polvo 

domestico principalmente de alfombras y tapicería. El creciente número de estudios 

de biomonitoreo humano han demostrado la presencia de PFHxS en el suero de la 

población en general, así como en la sangre del cordón umbilical al nacimiento y en la 

leche materna, lo que indica que PFHxS es un contaminante ambiental ubicuo y su 

exposición puede ocurrir a lo largo de la vida. En particular, la exposición en la vida 

temprana ha planteado una gran preocupación por la salud. La vida media en suero 

de este compuesto ha sido estimada en 2665 días (Lee et al., 2014, Sundstrom et al., 

2012). 

 Hoy en día, la exposición humana a los PFCs es omnipresente y comienza en 

forma prenatal, ya que han sido detectados en la placenta, dicha exposición ha sido 

relacionada con alteraciones hormonales, del desarrollo y reproductivas, entre 

otros.(Hansmeier et al., 2015, Jing et al., 2009, Ng y Hungerbuhler, 2014, Zlatnik, 2016) 

En el presente estudio se determinó que la CL50 para el PFHxS en ovocitos de ratón 

fetal in vitro es de 471.95 µM. Esta concentración es mucho mayor a la reportada para 

este perfluorado en población humana laboralmente expuesta, que es de 3.23 µM 

(Beesoon et al., 2010, Olsen et al., 2007). Por lo que de existir afectaciones 

reproductivas en organismos expuestos a compuestos perfluorados, estas no se 

deberían a una citotoxicidad ejercida por los compuestos.  

Sin embargo, en un estudio realizado por Butenhoff et al., (2009), se observó 

que al administrar con dosis de 10 mg/kg de PFHxS por vía intraperitoneal a la rata 

hembra adulta, se lograba una concentración de este perfluorado en suero de 594 µM. 

Tal concentración no produjo afectaciones histológicas en el ovario, particularmente 

en el número de folículos primordiales. Sin embargo, en el presente trabajo, usando 

como modelo al ratón, se determinó que la exposición aguda al PFHxS de ovocitos 

fetales causa toxicidad a partir de una concentración de 400 µM, ocasionando muerte 
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de los ovocitos, lo que demuestra que la ovogénesis temprana es susceptible a la 

toxicidad del PFHxS en esta etapa del desarrollo. 

En un trabajo realizado por Upham et al., (1998) se demuestra que la toxicidad de los 

PFCs depende del largo de la cadena de carbonos del perfluorado, siendo los de 

cadena larga más tóxicos (7 a 10 carbonos). Además en diferentes trabajos se ha 

mencionado que los principales fabricantes de productos químicos fluorados junto con 

los reguladores mundiales han acordado interrumpir la fabricación de productos 

fluorados de cadena larga y en su lugar fabrican sustancias fluoradas análogas de 

cadena corta como alternativas que se supone son menos peligrosas (Danish Ministry 

of the enviroment, 2015, Jensen et al., 2008, Poulsen PB et al., 2005). Al respecto sin 

embargo, en nuestro sistema in vitro, la exposición directa de los ovocitos al PFHxS 

también induce toxicidad, a pesar de que este es un compuesto perfluorado 

considerado de cadena corta (6 carbonos), por lo que este trabajo podría considerarse 

como referencia para estudios posteriores relacionados con la citotoxicidad de ovocitos 

y problemas relacionados con la fertilidad.  

El funcionamiento de las uniones comunicantes es importante para el 

mantenimiento de la homeostasis en los organismos multicelulares y la disrupción de 

éstas puede llevar a múltiples enfermedades (Upham et al., 2009).  

En el folículo ovárico, las uniones comunicantes facilitan al ovocito la absorción 

de nutrientes tales como aminoácidos provenientes de las células somáticas y median 

la cooperación metabólica entre el ovocito y sus células somáticas acompañantes. 

Este tipo de comunicación también puede jugar un papel en la coordinación del 

crecimiento folicular y de la producción de hormonas esteroides. Las uniones 

comunicantes pueden regular el arresto meiótico del ovocito en el folículo a través de 

los niveles de AMPc, este segundo mensajero puede ser transferido desde la 

granulosa hasta el ovocito a través de las uniones comunicantes. Además también 

juega un papel en la maduración final del ovocito por las vías de señalización inducidas 

por LH. (Wright et al., 2001) 

En el presente estudio se determinó la funcionalidad de las uniones 

comunicantes en el ovario de ratón fetal después de la exposición aguda a PFHxS. El 



DISCUSIÓN 

39 

PFHxS claramente interrumpe las uniones comunicantes en el ovario de ratón fetal a 

una concentración de 117.98 µM después de una exposición aguda de 24h. En 

estudios anteriores realizados por Upham et al., (1998) se encontró que algunos PFCs 

son capaces de inhibir las uniones comunicantes de manera dosis-dependiente. Ellos 

demostraron en células epiteliales de hígado de rata que el potencial inhibitorio de los 

PFCs dependía de la longitud de la cadena de carbonos. Los PFCs de cadenas de 7 

a 10 carbonos son capaces de inhibir las uniones comunicantes a concentraciones de 

50 µM (25 mg/L), mientras que los PFCs de 2 a 5 carbonos no, esto debido a que los 

PFCs de 7 a 10 carbonos con capaces de unirse a receptor específicos que puede 

formar un ligando con los PFCs inhibitorios, dando como resultado la activación de una 

vía reguladora de GJIC. También observaron que esta inhibición ocurría durante 15 

minutos y que el efecto se revierte a los 30 minutos después de remover el perfluorado 

del medio de cultivo; con lo anterior, los autores proponen que las uniones 

comunicantes se modifican a nivel post-transcripcional, o por el efecto de cinasas.  

Sin embargo, en otros estudios se determinó la concentración efectiva media 

(EC50) de varios PFCs a la que inhibían las uniones comunicantes en células de hígado 

de rata y riñón de delfín, siendo para el PFHxS de 121.5 µM y 85.63 µM 

respectivamente (Hu et al., 2002), concentraciones que se aproximan a las probadas 

en este estudio que son de 117.98 µM para ovario de ratón fetal. Por otro lado, se ha 

comprobado que, en el ovocito de cerdo, existen efectos de PFOS en la viabilidad y 

las uniones comunicantes con una CL50 de 32 μM y una concentración de inhibición 

de maduración de 22 μM (Dominguez et al., 2016). En dicho estudio se evaluaron las 

uniones comunicantes entre células de la granulosa y ovocito y se determinó que el 

PFOS ejerce un efecto inhibitorio durante las primeras 8h de maduración, sin embargo 

se demostró que éste no se debió a la alteración en la expresión de las conexinas 43, 

45 o 60. Este experimento demostró el potencial de riesgo al cual el ovocito está 

sometido que junto con los experimentos anteriores, se puede proponer que el efecto 

varía entre especies y tipo celular y que el efecto potencial entre especies implica un 

riesgo en la salud de organismos multicelulares.  



DISCUSIÓN 

40 

La regulación de las uniones comunicantes se da a diferentes niveles del control 

celular; mutación de los genes que codifican conexinas o reducción en su expresión 

genética; incremento en la degradación del RNAm, fosforilación de las conexinas así 

como unión de agentes químicos a las conexinas (Hu et al., 2002). En el presente 

trabajo se demuestra una alteración en la funcionalidad de las uniones comunicantes 

ejercida por el PFHxS, lo que podría implicar que el ovocito no reciba el correcto 

suministro de nutrientes ni los factores de señalización necesarios para que pueda 

llevar a cabo el proceso de maduración, sin embargo, se necesitan más experimentos 

para determinar los mecanismos de acción por los cuales se lleva a cabo esta 

disrupción en el modelo de ovario fetal in vitro.  

El Ca2+ es un mensajero intracelular omnipresente que es importante para la 

progresión del ciclo celular. La evidencia genética y bioquímica apoya el papel del Ca2+  

en la mitosis. También algunos estudios muestran que Ca2+ modula tanto la maquinaria 

del ciclo celular como la maduración nuclear durante la meiosis (Sun y Machaca, 

2004). En muchas especies estudiadas hasta el momento, los puntos de control del 

ciclo celular meiótico y mitótico son desencadenados por aumentos en el calcio 

intracelular (Homa, 1995). Estudios demuestran que existe [Ca2+]i en el ovocito 

inmaduro de la estrella de mar, sin embargo, las oscilaciones de calcio parecen tener 

lugar una vez que el ovocito inicia la reanudación de la meiosis (Chiba et al., 1990), 

mientras que en mamíferos, la información acerca de las concentraciones de [Ca2+]i y 

su participación antes de la maduración del ovocito es escasa. En este estudio se 

determinó que existe [Ca2+]i en el ovocito de ratón fetal antes de la maduración, y que 

el PFHxS a una concentración de 117.95 µM causa una disminución en las 

concentraciones intracelulares de Ca2+. Cabe destacar que la importancia en la 

alteración de la homeostasis de Ca2+ radica en que algunos estudios han descrito que 

el aumento de [Ca2+]i es el mecanismo universal que subyace en la reanudación 

meiótica en la maduración de ovocitos (Carroll et al., 1994, Homa, 1995), por lo que si 

no existe ese aumento de [Ca2+]i en el ovocito, éste no podrá lleva a cabo la 

reanudación de la meiosis y el consiguiente proceso de maduración. 
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Sin embargo, hacen falta más estudios para determinar las concentraciones 

basales del calcio en esta etapa de la meiosis, así como determinar los mecanismos 

moleculares por los cuales el PFHxS ejerce sus efectos tóxicos sobre el ovocito y sobre 

la homeostasis de Ca2+.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

La CL50 de PFHxS en ovocitos fetales de ratón in vitro, determinada en este 

estudio es de 471.95 µM, muy por encima de la mayor concentración reportada en 

suero de trabajadoras laboralmente expuestas que es de 3.23µM (Olsen et al., 2007). 

Por lo que las posibles afectaciones reproductivas pueden no deberse a la citotoxicidad 

de los ovocitos, en este sentido, se analizaron otras afectaciones como la función de 

uniones comunicantes y homeostasis de calcio. 

Sin embargo, no se puede descartar un impacto negativo probable del PFHxS 

en la ovogénesis in vivo, ya que en éste estudio la exposición al perfluorado fue aguda 

(24h), en tanto que las mujeres se encuentran expuestas permanentemente y el efecto 

de una exposición crónica aún no han sido estudiados. 

El PFHxS inhibe las uniones comunicantes y altera la homeostasis de Ca2+ de 

ovario fetal de ratón a 117.98 µM, que corresponde a ¼ de la CL50 reportada en este 

estudio. Aunque a esta concentración el PFHxS no altera la viabilidad del ovocito, se 

demuestra que es suficiente para ocasionar daños severos en la regulación de 

segundos mensajeros importantes para la regulación de la maduración del ovocito. 

Es necesario realizar más estudios para localizar el nivel al cual se lleva a cabo 

la inhibición de las uniones comunicantes, ya sea por cambios en la estructura de las 

conexinas o fosforilación de las mismas y verificar si no existe una modulación en la 

regulación de la expresión génica o a nivel de síntesis de proteínas 

De igual manera, es necesario conocer los mecanismos que interfieren en la 

homeostasis de calcio de los ovocitos y conocer cuáles son las posibles implicaciones 

de ésta. 
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