UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD IZTAPALAPA

Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

MAESTRIA EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL

“EFECTO DEL SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO PFOS EN LAS
UNIONES COMUNICANTES DE LOS COCs PORCINOS DURANTE LA
MADURACION IN VITRO (MIV)”.

TESIS QUE PARA OPTAR AL GRADO DE MAESTRO EN BIOLOGIA DE LA
REPRODUCCION ANIMAL PRESENTA.

Biol. Exp. Alejandro Dominguez Campuzano'.

Directora de Tesis: Dr. Ma. Margarita Zayil Salazar Campos

Asesores: Dr. Edmundo Bonilla Gonzalez y Dra. Edith Arenas Rios.

! Alumno de la Maestria en Biologia de la Reproduccién Animal.
Laboratorios de Expresidn Génica y Biologia Celular. Depto. de Ciencias de la Salud
Depto. de Biologia de la Reproduccidn, Universidad Auténoma Metropolitana- Iztapalapa.

18-12-14



Comité Tutoral

Director:

Dra. Maria Margarita Zayil Salazar Campos.
Profesor Titular

Laboratorio. Expresion Génica S-248.
Departamento. Ciencias de la Salud.

Universidad Auténoma Metropolitana —lztapalapa
Correo: zayil.salazar@xanum.uam.mx

Asesores

Dr. Edmundo Bonilla Gonzalez.

Profesor Titular

Laboratorio. Expresion Génica S248.
Departamento. Ciencias de la Salud.

Universidad Autbnoma Metropolitana —lztapalapa
Correo: mundo@xanum.uam.mx

Dra. Edith Arenas Rios.

Profesor Titular

Laboratorio. S-232.

Departamento. Biologia de la Reproduccion.
Universidad Autbnoma Metropolitana —lztapalapa
Correo: editharenas2000@yahoo.com.mx



Jurado

Dra. Elizabeth Hernandez Pérez
Profesor Titular

Lab. Farmacologia S-348

Depto. Ciencias de la Salud

Universidad Autbnoma Metropolitana —lztapalapa
Correo: sila@xanum.uam.mx

Dr. Marco Alan Pérez Solis

Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva
Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 IMSS
Correo: marco_perezsolis@yahoo.es



“El programa de la maestria en Biologia de la Reproduccion Animal de la Universidad
Auténoma Metropolitana (UAMI-I:) pertenece al Padrén de Posgrados de Excelencia del
CONACyYT (PNPC) registro 003797.



Este trabajo fue realizado en la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa.
Se desarroll6 en los siguientes laboratorios: El laboratorio S-248 y S-252 del
Departamento de Ciencias de la Salud, bajo la direccion de la Doctora Maria Margarita
Zayil Salazar Campos, y la asesoria del Dr. Edmundo Bonilla Gonzalez y Dra. Edith
Arenas Rios del laboratorio S-232 del Departamento de Biologia de la Reproduccion. El
alumno Alejandro Dominguez Campuzano recibié apoyo de CONACYT, bajo el niumero
de CVU 508753.

Este trabajo fue financiado por los proyectos: CONACYT 0105961-M y SEP-CONACYT
180043.



titulada: " Efecto de| sulfonato de perfluorooctano (PFOS) en las uniones comunicantes

de los COCs porcinos durante |a maduracién in vitro (MIv)”,

Dr. Edmundo Bonilla Gonzalez
Presidente

Profesor Titular

Lab. Expresion Génica S-248

Depto. Ciencias Bioldgicas y de Ia Salud.
Universidad Auténoma Metropolitana —lztapalapa
Correo: Mmundo@xanum.uam.mx

Dra. Edith Arenas Rios
Secretaria ‘@
Profesor Titular

Lab. 8-232

Depto. de Biologia de |a Reproduccion.

Universidad Auténoma Metropolitana —lztapalapa

Correo: EditharenasZOOO@yahoo.com.mx

Dra. Flizabath Herndndez Pérez

Vocal
Profesor Titular

Lab. Farmacologia S-348

Dapte Cienclas g |3 Salug,

Unlvensitne &gionnma Meliopinira;, g linpalgy,,
Lottt ollngt) s anum s,

Ui Mareg Alan Péras Solls = .7,‘.::.;(&:'

Voeg| o

Unidid dg i iUgaGon Médica en Méhoing Raproguetive
Hoapital do Cinacalog|g ¥ Obylatricaa N, 4 IMEE

Corron: mare JHerarholis@yahoo as



DEDICATORIAS Y AGRADECIMIENTOS

Son muchas las personas especiales a las que me gustaria agradecer su
amistad, apoyo, dnimo vy compaiiia en las diferentes etapas de mi vida.
Algunas estan aqui conmigo y otras en mis recuerdos y en el corazon. Sin
importar en donde estén o si alguna vez llegan a leer estas dedicatorias
quiero darles las gracias por formar parte de mi, por todo lo que me han

brindado vy por todas sus muestras de amistad vy caririo..

Al Doctor Edmundo Bonilla Gonzéalez, por brindarme un espacio en su grupo de
investigacion, y por ayudarme a llegar finalmente a este momento.

A la Doctora Maria Margarita Zayil Salazar Campos, por haber batallado conmigo, siendo
mi tutor apoyandome durante mi PDI, servicio social y ahora la Maestria.

A la Doctora Edith Arenas Rios a la cual conoci durante mi PDI por consejo de mi querida
amiga Faby, y que a partir de las materias impartidas, y sus preguntas que siempre me
hacen pensar y ver que existe mucho mas de lo que yo pensaba, me ha brindado su
apoyo incondicional, convirtiéndose no solo en un asesor, también algo que pocas veces
se logra una excelente amiga.

Muy especialmente, al Doctor José Miguel Betancourt Rule, por todo el apoyo brindado
practicamente desde que yo llegue al laboratorio, y tratarme como un alumno mas del
laboratorio de Biologia Celular, siendo el culpable de que yo pertenezca al S-248 y al S-
252 y siempre interesarse por mi, llegando a ser hasta ahora, no solo un préximo asesor,
un amigo.

A la Doctora Yvonne Ducolomb Ramirez, por su apoyo, sus consejos, y su amistad.

Al Doctor Humberto por sus consejos y observaciones, los cuales me han servido mucho
en este camino de la investigacion, por su paciencia y apoyo.

A la Doctora Maria Dolores Saavedra Leos, por haberme dado la oportunidad de trabajar
con ella en su proyecto de investigacion en mis inicios, sus ensefianzas y su paciencia.



A Laura Hernandez Ponce, si no fuera por ti, nunca habria conocido tantas cosas de la
vida, entre ellas aprender a sonreir y a valorar tanto lo que tengo, siempre estaras en mi
corazon.

A mis queridos hermanos que nunca tuve, porque de algo estoy seguro algunos
hermanos se tienen y otros se eligen: Al préximo maestro Isaac FernAndez Gémez, por
decirme lo que pocas veces quiero escuchar pero que siempre es necesario y al reciente
maestro Mario Teteltitla Silvestre, por siempre mostrarme el valor de la amistad y la
humildad, haberme recomendado en este laboratorio para trabajar ya que nunca se me
va a olvidar, mi vida eran las plantas.

A mi querida Deisy Hernandez Zufiga por su amistad incondicional, su confianza, y por
los viajes esos geniales viajes que siempre recordaré.

A Aracely Salomon Garcia, por su amistad, por siempre brindarme una sonrisa desde que
llegd, acompafiarme a comer, hacer un buen equipo de trabajo, su apoyo, sus consejos,
su confianza, y porque no, un, ale te estoy hablando y palabras de aliento siempre que
lo he necesitado.

A la proxima Doctora Indra Victoria Veldzquez Ortiz por tener una sonrisa siempre que
llego al laboratorio, por brindarme sus consejos, su confianza, su amistad y hacer mis
noches mas divertidas y geniales acompafidandome con un café.

A Ivan Bahena Ocampo, A mis profesores de materias optativas que participaron en mi

formacion, Raul Alva Garcia, Francisco Varona Cordero e lvan Bahena Ocampo por sus
ensefianzas, su apoyo, Sus consejos y su compairerismo en el laboratorio S-248.

A Ivonne Victoria, por hacer mas agradable el tiempo que he estado en el laboratorio con
Su sonrisa, sus ocurrencias y Sus consejos.

A Jackye porgue aunque es muy seria, siempre tiene una sonrisa y palabras de aliento
cuando las he necesitado, y en poco tiempo se ha ganado mi confianza, siempre
recordaré los lunes, miércoles y viernes.

A Lalo y Carlos por su Amistad y sus geniales ocurrencias en el laboratorio.

A Paty Pestafias por haber compartido conmigo sus conocimientos sobre PCR, su
paciencia y sus consejos.

A Andy por su apoyo, amistad y sus atinados consejos.

A Graciela, Angie y David, por su amistad y sus consejos.



A mis amigos del laboratorio de Andrologia, Marcos Benito y Lupita por su apoyo.
Especialmente a Diana Martinez Flores, por su apoyo, su amistad, y su paciencia.

A Miriam Casillas Avalos, por el apoyo que siempre me brinda y sus consejos que me
han sido de tanta utilidad.

A Almita e Itzel del laboratorio de Biologia Celular por su apoyo y compafierismo.
A Oli por brindarme su apoyo y ser una excelente compariera.

A Xiu por tener siempre una sonrisa y regalarme su amistad.

A lvan Oseguera por su amistad y consejos.

A mis revisores de tesis por sus observaciones y recomendaciones para el mejoramiento
de esta.

Al comité de la Maestria en Biologia de la Reproduccion animal, especialmente al Doctor
Pablo por su gran apoyo y paciencia durante estos 2 afios.

Como olvidar a Veronica Cruz Taumori, quien siempre que requeri su apoyo, me lo brindo
con una sonrisa.

A Trini, porque es una parte muy importante en nuestro trabajo.

Finalmente a mi familia, Mami, estoy seguro de no equivocarme si digo que eres la mejor
mama del mundo, gracias por todo tu esfuerzo, apoyo, dedicacién, pacienciay la
confianza que siempre has depositado en mi, gracias porque siempre aungue estemos
lejos, has estado a mi lado.

Papa este es un logro que quiero compartir contigo, gracias por ser mi padre, creer en mi
y ensefiarme a defenderme siempre.

A mis queridos nifios, los gemelos Erick y Fer que estan en casa desde los 8 dias de
nacidos y que me han ensefiado tantas cosas de la vida, realmente me siento muy feliz
no solo de ser su tio, su amigo.

A mis hermanas, y mi sobrina Cami por sus consejos, su compafia y sus ensefianzas.



indice

“EFECTO DEL SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO PFOS EN LAS UNIONES

COMUNICANTES DE LOS COCS PORCINOS DURANTE LA MADURACION IN VITRO (MIV)"........... 1
INDICE ..ottt bbb bbb b 10
ABREVIATURAS. ... ettt iresssreesrae s ras s sassssasssrasssrassssassssasssrassssnssssnssssasssnnes 12
RESUMEN: ...ttt st ree e e e re e re e ss e rea s se e e s s e s sansssansesasssssessnanses 13
Y 2 I 2 O N 14
INTRODUCCION ......ccveveereeresseeeessesssesseessessesssessesssssssssssssessssssessesssessasssessesssessassasssasses 15

Toxicologia ReProductiVa. .....rcesnsrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 15
Compuestos perfluorados (PFCS). .eereesssesesssssesesssssessssseseess 16
El sulfonato de perfluorooctano (PFOS)....eneesesessseessssessssssesanas 17
Estudios de exposicion 0cupacional.......eeeermsesssesmsessssessssesns 18

Estudios de exposicion en poblacion general. ......eeeneeerneeessnseesesesssesenns 19
Toxicocinética del PFOS.....nsessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 19
Maduracion del OVOCILO. wrueerermeeeerssssessesssssssssssssssssssesssssesssessssssesssesess 21
Uniones comunicantes. La importancia del didlogo entre el ovocito y las células del cimulus............... 23
JUSTIFICACION. .....cocveenerteeneireeeseeseesseessesssessesssessessesssessssssessssssessesssessesssessesssessessssssesses 26
PREGUNTA DE INVESTIGACION........ccouerrerreruerressersessessessessessessessessessessessessessessessessessenss 26
HIPOTESIS. ....ocviiininininnniicssss s bbb bbb bbb 27

10



OBJETIVO GENERAL. .......citiiiiinniiiininiiieiinniinnsaeiinnnisssassiiiissessssssssssssisssssssssssesssssssssses 27

ODbjetivos PArtiCUArES. ... rcereermseesiesessssesssssesssssssssssssessssssesesssssessssssessens 27
LY L3000 Ko c] . 28
Obtencion de COCS y maduracién de ovocitos POTCinos. ...eeeeersseressnns 28
Viabilidad de ovocitos mediante tincion con azul de tetrazolio (MTT). 29
Determinacion de 1a CL50 ... ceesneesecessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssesesas 29
Evaluacion de la Maduracion de ovocitos mediante tincién con Hoechst 30
Determinacion de 1a CEMS50 .....eeeessnseesesessesessssssssssssssssssesssssessssssssssssssssssssanas 30

Determinacion del efecto de PFOS en las uniones intercelulares comunicantes y en la maduracién de

OVOCITOS POTCINOS. covivuiessersessseessssssssssssssessssssssess s sssess s ssess s s s s bbb s 31
Extraccidon del RNA total de COCS. ....mneemeeessneessseeessssssssssesssssesns 32
RT-PCR ceeetisterssessssesessssesesssssssssssssssssss s sssss s ssssssesssssssssssssssessssssssssssasessssssessess 32
RESUILAAOS. cvereeemseermeerseerseersesessseesssssssssesssessssssssssesssssessssse s sssssesssssssssssssssssssssssesssesesas 33
Determinacion de la viabilidad con el diluyente durante la maduracion de ovocCitos. ......ceeeersneeennn. 33
Determinacion de la CL50 de PFOS durante la maduracion de ovocitos 34
Determinacion de la CEM50 de PFOS en ovOCitos ......ccumeeenneeenseneens 35
Evaluacion de 10puM de PFOS en las uniones comunicantes a diferentes tiempos de incubacién.......... 37
Analisis de expresion Génica de las Conexinas 43, 45 y 60 en COCs Porcinos 42

5] o 1 [0 46
Determinacion de la viabilidad con el diluyente durante la maduracion de 0VOCItos ........oeeesmeecernnes 46
Determinacion de la CL50 de PFOS durante la maduracion de ovocitos 47
Determinacién de la CEM50 de PFOS en ovoCitos ....cceereeeemseeeens 47

Efecto de la CEM50/2 de PFOS en las uniones comunicantes en diferentes tiempos de incubacion .... 48

Andlisis de Expresion Génica de las Conexinas 43, 45y 60, a las 4.5, 8.5 y 44h. 49
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS: ......citiiiiiiiiiiinieeiiiiieinieneiniesesiiniessenissesisnensssssesassene 52
BIBLIOGRAFIA.......cetetiticteetectectestecesssestestesaessessestasasssassessassesssssessassassessssessassessessassanns 53
ANEXOS ...cceuuiiiiiiiiiiniiiiiiitiieiiiiiieiaasaiiiiitttmmsssiiisttemssssiistteeassssisssetsssssssssssassssssssssssesnns 59

Composicion de 1os medios de CUltiVO....oresmreeimeessmeessssesssssessseesssssesanns 59



ABREVIATURAS

COCs  Complejo ovocito-células del cumulo.

MIV Maduracion in vitro

Cx43 Conexina 43

Cx45 Conexina 45

Cx60 Conexina 60

CBX Carbexonolona di sédica.

MTT Metil-tiazolil-difenil-tetrazolio.

Hoechst Bisbenzimide H33342 trihydrochloride

PFOS  Sulfonato de perfluorooctano.

CEMso Concentracion efecto en la maduracionsg

COFs  Compuestos organicos fluorados

Clsg Concentracion letalsg

12



Resumen:

El PFOS es un compuesto perfluorado ampliamente utilizado como surfactante ya
gue sus propiedades fisicoquimicas lo hacen resistente al calor y repelente al agua, al
aceite y a la tincién. Sin embargo, debido a su presencia en sangre y érganos internos de
organismos que no han sido expuestos directamente y a su ubicuidad en el ambiente, se

le ha asociado con ciertas patologias como el cancer y la disminucion de la fertilidad.

Existen estudios en células somaticas que indican que el PFOS, entre otros efectos,
inhibe la comunicacion intercelular de tipo hendidura, y ya que se han reportado niveles
de diferentes PFCs en el liquido folicular humano, el objetivo de este estudio fue
determinar si el PFOS tiene un efecto en la comunicacion tipo hendidura durante el
proceso de maduracion del ovocito, utilizando como modelo COCs porcinos. Con el fin de
obtener informacion acerca de los mecanismos moleculares del posible dafio de PFOS
en las uniones de hendidura, se analizé su efecto en la expresion de las Cx43, CX45 y

CX60 durante la maduracién de ovocitos de cerdo in vitro.

En este estudio, la concentracion letal 50 (CLsg) para ovocitos fue de 29 um, y la
concentracién de efecto en la maduraciénso in vitro (CEMsg) fue de 23uM, lo que indica
gue la poblacién ocupacionalmente expuesta a PFOS esta en riesgo ya que estas
concentraciones son muy similares a las encontradas en el plasma sanguineo de esta
poblacién. Cuando los COCs fueron madurados usando un medio de la concentracion de
efecto en la maduracionso (CEMs), se observd que el PFOS inhibe las uniones

comunicantes y la maduracion meio6tica del ovocito.
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En este estudio se observo que el PFOS no altera la expresion de RNAm de las
Cx45, Cx43, y CX60 lo que aparentemente indica que el PFOS no afecta a nivel
genomico. Estos hallazgos indican la necesidad de comprobar los mecanismos mediante
los que PFOS inhibe la maduracion meibtica, sin olvidar el estudio de las modificaciones
post-traduccionales de las conexinas ya que estas son cruciales en la sefializacion para

iniciar el proceso de maduracion nuclear.

Abstract

Perfluorooctane sulfonate (PFOS) is a persistent and bio-accumulative pollutant
ubiquitous in wildlife and humans, which receives many concerns on its fate, transport,
distribution, and toxicity. There is a concern about its presence in human blood and
internal organs which points toward associations with multiple human health endpoints
including fertility. Researches have shown that PFOS inhibits Gap Junction
Communications (GJC), and as levels of PFCs are found in human follicular fluid it might
have a deleterious effect on fertilization rates.

The aim of this study was to determine whether PFOS has an effect on GJC during
oocyte maturation using as a model in vitro matured porcine oocytes. In order to get
information about the molecular mechanisms of injury by PFOS, its effect on the RNA
expression of Cx45, Cx43 and Cx60 was analysed at 4.5h, 8.5h and 44h in oocytes

matured in vitro.

The Lethal Dosesy (LD50) for oocytes was 29 puM, and the Inhibition of In vitro
Maturationsy (IVMsg) was 23 pM, thus indicating that the population occupationally
exposed to PFOS is at risk since this concentration is very similar to that found in the
plasma of plant workers. When COCs were matured at the IVMs, it was observed that
PFOS inhibits Oocyte calcein uptake through gap junctions; In addition, the Meiotic
Maturation of oocytes was inhibited. However, PFOS did not alter Cx45, Cx43, and Cx60
RNA expression, which apparently indicate that it does not affect at the genomic level.

These findings indicate the need to check the interference of PFOS in the meiotic
14



maturation pathways, and also revise the connexin post-translational modifications, since

these are crucial in the signalling to start the nuclear maturation process.

Introduccion

Desde 1950, la produccion de compuestos quimicos que incluyen insecticidas,
herbicidas, y surfactantes se ha incrementado. Estos agentes exdgenos se conocen
como xenobidticos y dado que su produccién ha ido en aumento, se les ha asociado
con dafios en el ambiente y con la salud de personas que se exponen directa o
indirectamente a éstos. La presencia de xenobidticos en plasma de humanos en todo
el mundo ha motivado la investigacion de sus efectos en numerosos estudios (Eriksen
et al., 2013).

Numerosos reportes asocian la presencia de xenobidticos con dafios a diferentes
niveles: desde cromosdmicos, hasta organismo; y en los organismos superiores, entre
sus blancos se encuentran el hipotdlamo, la tiroides, higado etc. Por otra parte, a nivel
reproductivo se asocia el uso y presencia de los xenobidticos en el ambiente con
disfunciones que van desde el comportamiento hasta problemas de fertilidad (Governini
et al., 2011).

Toxicologia Reproductiva.

Es la rama de la toxicologia que se encarga del estudio de los efectos deletéreos
producidos por agentes exdgenos en la reproduccion. Existe informacion sobre los

efectos agudos de los xenobidticos, pero los efectos crénicos son menos conocidos.

Uno de los enfoques de la toxicologia reproductiva es el estudio de los efectos
deletéreos en el sistema reproductivo durante las distintas etapas de desarrollo, ya que
estos pueden suceder durante los periodos, prenatal o postnatal, y afectar entre otros

procesos la gametogénesis.
15



Compuestos perfluorados (PFCs).

Los compuestos organofluorados contienen atomos de carbono y flior unidos
mediante enlaces covalentes y notablemente polarizados.

Los PFCs se subdividen en dos categorias:

*Perfluoroalquil-sulfonatos, entre los que se encuentran el acido
perfluorohexano sulfénico (PFHXS, con formula CF3-(CF2)5-SOzH) vy el

acido perfluorooctano sulfénico (PFOS, con formula CF3-(CF;)7-SO3H).

*Perfluoroalquil-carboxilatos, entre los que se encuentra el &cido
perfluorooctancico  (PFOA, con formula CF;3-(CF,)e-COOH) vy el &cido
perfluorodecanoico (PFDA, con férmula CF3-(CF,)g-COOH).

Tanto los Perfluoroalquil-sulfonatos como los Perfluoroalquil-carboxilatos son
compuestos persistentes en el ambiente (COPs) y bioacumulables ya que poseen
caracteristicas de toxicidad capaces de ocasionar efectos adversos a la salud o al
ambiente (Fei et al., 2009).

Se estima que la produccion total de perfluoroalquil-sulfonatos de 1970 a 2002 fue de
aproximadamente 100,000 toneladas (Paul et al., 2009), y aunque la produccién de
Perfluoroalquil-sulfonatos se suspendié por la compafila 3M en EUA, su presencia auln
es elevada y se estima que su produccién en China durante 2006 fue de mas de
200 toneladas, mientras que la produccion de Perfluoroalquil-carboxilatos para ese
mismo afio fue de 9 mil toneladas (US EPA 2006).

Son diversos los estudios que demuestran los efectos deletéreos de los PFCs.
Por ejemplo, durante el desarrollo de ratones se demostré que se alteran las funciones
de la inmunidad innata y humoral (Johansson et al., 2009). También afectan la

homeostasis de calcio y la funcion mitocondrial, procesos fisioldgicos que cuando son
16



alterados, pueden desencadenar apoptosis (Kleszczynski y Skladanowski, 2011). Por
otro lado, en células somaticas esta bien documentado que diferentes PFCs interfieren
con las uniones intercelulares comunicantes, también llamadas de hendidura o gap
dependiendo del tamafio de la cadena del compuesto quimico (Upham et al., 2009).
Ademas, pueden producir proliferacion de peroxisomas, hepatomegalia, hiperplasia y
hepatocarcinogénesis (Keil et al., 2008; Sohlenius et al., 1994).

El sulfonato de perfluorooctano (PFOS).

El PFOS consta de una cadena de ocho atomos de carbono en el que los
atomos de hidrogeno han sido reemplazados por atomos de flior y por un grupo
SO,0  para formar una estructura anidnica estable, que a su vez, puede formar
una sal hidrosoluble y cristalina con metales como el litio, el sodio o el potasio, o con
otros grupos cationicos como el NH;" (CESE 2006) Figura 2.

O

]
D—w=—=0
M—1——m
M—7A——m
M——+t——n
TM——t—m
TM—t—m
T——t—
M—t——m
T——a——m

Hf

Figura 2. Modelo estructural de la molécula de PFOS, la cual para hacerla mas soluble. Se utiliza
como sal de potasio. (CESE 2006).

La combinacién de sus propiedades organicas (basadas en el carbono, solubles en
aceite) e inorganicas (sal metdlica, hidrosoluble) hace que las sustancias relacionadas
con los PFOS sean altamente eficaces como agentes activos sobre las superficies
(surfactantes) en una gama de aplicaciones especializadas. Ademas, El PFOS resiste la

oxidacion, es inerte, incombustible y estable a cualquier otro tipo de descomposicion, por
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lo que cuando se libera al ambiente es persistente y debido a su solubilidad tanto en

aceite como agua es bioacumulable (CESE 2006).

La afinidad de PFOS por la albumina tiene implicaciones que incluyen su transporte a
través del plasma a diferentes tejidos y 6rganos, que aunado a la estabilidad de su
estructura lo convierten en un compuesto bioacumulable y que tarda en excretarse,
desde el 2002 se reportd que uno de los efectos del PFOS es que puede inhibir las
uniones tipo gap de manera comparable a la del PFDA, el inhibidor de uniones
comunicantes mas potente de los acidos perfluorinados (Luo et al., 2012; Zhang et al.,
2013; Zhang et al., 2009). Se sefiala también, que PFOS produce la inhibicion de las
uniones comunicantes formadas por CX43, y Cx32/Cx26, sugiriendo el potencial de este
compuesto para alterar las uniones comunicantes en diferentes tejidos y organismos.
También se menciona que la inhibicibn de uniones comunicantes por PFOS es

proporcional a su concentracion y reversible (Hu et al., 2002).

En otros estudios, se reporta que PFOS tiene efectos en el desarrollo incluyendo
reduccion del peso fetal, mayor incidencia en la aparicion de paladar hendido, anasarca
(edema), retrasos en la osificacion (esternon y falanges) y anormalidades cardiacas
(defecto ventricular septal y dilatacion de la auricula derecha). Sin embargo, es
importante recalcar que la mayoria de estas anormalidades estructurales se han
observado en animales expuestos a las dosis mas elevadas de PFOS tales como
10mg/kg de peso (Austin et al., 2003; Lau et al., 2004).

Estudios de exposicion ocupacional

Los datos de investigacion en personal ocupacionalmente expuesto indican que la
media de concentracion de PFOS en sangre de personas que trabajan en la produccién
de fluoroquimicos depende de la tarea realizada dentro de la planta, y las
concentraciones son: sin exposicion directa al lugar de trabajo de fluoroquimicos
basados en el PFOS (0,11-0,29 pg/ml), en un bajo potencial de exposicion laboral a
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productos quimicos fluorados basados en el PFOS (0,39-0,89 pg/ml), y de alto potencial
de exposicion laboral a productos quimicos fluorados basados en el PFOS (1.30-
1,97ug/ml) o entre 500-2000ng/ml (Alexander y Olsen, 2007; Olsen et al., 2003b).

Un estudio realizado con trabajadores de una planta de PFOS y sustancias relacionadas,
revel6 que no existia una mayor prevalencia de enfermedades hepaticas (incluyendo
tumores), cancer de vejiga, trastornos en el metabolismo tiroideo y lipidico. En cambio, si
se observdé una mayor incidencia de trastornos en el tracto biliar, cistitis, polipos
benignos en el colon, tumores malignos colorectales, y melanoma maligno (Olsen et al.,
2007).

Estudios de exposicion en poblacion general.

Una serie de estudios en la poblacién general, ha mostrado la existencia de
concentraciones de PFOS en muestras de personas no expuestas (Ericson et al.,
2007). Las muestras incluyen sangre del cordén umbilical y sangre materna (Inoue et al.,
2004; Midasch et al., 2007), leche materna (Karrman et al., 2007), plasma (Guruge et al.,
2005), y tejido hepatico (Olsen et al., 2003a).

La gran mayoria de los datos existentes sobre las concentraciones de PFOS en sangre
humana provienen de estudios realizados en Estados Unidos y Japon (Butenhoff et al.,
2006).

Toxicocinética del PFOS.

Estudios toxico cinéticos realizados en animales indican que el PFOS es rapidamente
absorbido, distribuido y acumulado en plasma e higado, encontrando que las
concentraciones de PFOS en higado pueden ser varias veces mas elevadas que en
sangre (Seacat et al., 2003; Seacat et al., 2002). De hecho, el higado parece ser el

organo diana de esta sustancia (Butenhoff et al., 2006). A diferencia de otros COPs
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(compuestos organicos persistentes), clorados y bromados, el PFOS no se acumula en
grasas (Lau et al., 2004). La razén de este fendbmeno es que el PFOS es anfipético y se

une preferentemente a proteinas del plasma, como la albimina (Zhang et al., 2009).

Estudios de vida media.

Por otro lado, existen estudios que indican que la tasa de eliminacion del PFOS es
muy baja. Por ejemplo, se ha estimado que su vida media en el organismo de ratas
macho es de mas de 90 dias hasta que es eliminado a través de la orina y las heces
(Seacat et al., 2003). En otro estudio se determiné que en plasma de ratas su vida
media es de 7.5 dias tras un tratamiento via oral y de aproximadamente 100-200 dias en
monos Cynomolgus, tanto machos como hembras, después de un tratamiento con una

duracién de 6 meses (Seacat et al., 2002).

Sin embargo en humanos, los analisis realizados en suero de trabajadores de una planta
de produccion de PFOS mostraron que este contaminante cuenta con una vida media de
aproximadamente 5 afios (Olsen et al.,, 2007). Estos datos sugieren que existen
diferencias en la cinética de la eliminacion del PFOS entre especies (Harada et al.,
2005).
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Maduracion del ovocito.

Durante la maduracion del ovocito en el foliculo, este sufre una serie de cambios
bioquimicos y morfolégicos que lo preparan para llevar a cabo la fertilizacion y desarrollo
embrionario adecuados. Los cambios mas aparentes e importantes son la formacion de
un ndcleo haploide y un aumento de tamafio debido al material acumulado en su
citoplasma. En este proceso el ovocito mantiene una relacion intima con las células de la
granulosa que lo rodean a través de uniones comunicantes y esta relacién es necesaria
para establecer una cooperatividad metabdlica entre los dos tipos de células (Figura 3).
Antes que el ovocito sea madurado, permanece en un arresto meiético en la profase 1.
Durante este periodo a través de una serie de procesos de maduracion, citoplasmicos y
nucleares el ovocito adquiere su competencia para ser fertilizado y sustentar el desarrollo
embrionario. EI momento en el que alcanza su completo desarrollo estd determinado por
las sefales de retroalimentacion bidireccional que suceden entre el ovocito y sus células

acompafantes, las células del camulus.

Las células del camulus, que rodean al ovocito, lo van a mantener en un arresto meiético
hasta que reciben la sefial de la LH que induce la produccién de proteinas del tipo del
factor de crecimiento en las células murales de la granulosa, las cuales a su vez actian

en las células del cimulus que dispararan la maduracion del ovocito(Conti et al., 2012).

Un aspecto clave en la adquisicion de la competencia del ovocito y su progresion en la
meiosis es la organizacion de la cromatina. Se sabe que una de las principales causas
por las que el ovocito permanece en arresto meiético es debido al suministro de AMPc
por las células del cimulus a través de las uniones comunicantes (Conti et al., 2012;
Sasseville et al., 2009; Sela-Abramovich et al., 2005; Thomas et al., 2004). De hecho, los
niveles del AMPc dentro del ovocito son controlados por diversos factores que incluyen la

velocidad de sintesis y metabolismo en cada compartimento del foliculo, y el
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mantenimiento del transporte a través de las uniones comunicantes de las células del
cumulus al ovocito (Figura 4). Cuando la gonadotropina provoca un incremento del AMPc
en las células del camulus entonces cesa la comunicacion de estas con el ovocito debido
a que las conexinas de las uniones comunicantes son fosforiladas y su sintesis
disminuye de tal manera que en el ovocito los niveles de AMPc bajan y se promueve el
reinicio de la meiosis (Russellly] Robker, 2007). Experimentos realizados en ovocitos
murinos indican que si las uniones comunicantes son blogueadas con CBX
(Carbenoxolona) durante las primeras 5 horas de cultivo los ovocitos maduran, y que de
hecho desde las primeras 2 horas ya hay indices de maduracion, es decir, si las uniones
comunicantes se bloquean el ovocito madurara (Sela-Abramovich et al., 2006).

(@) Granulosa cells

Antrum 8¢y

Zona EPT
pellucida

Figuras 3y 4. Modelo que representa las interacciones ovocito-células del cumulus.
Se muestra el flujo de sefales tanto paracrinas, autocrinas, y yuxtacrinas que
implican un continuo intercambio de informacién mediado por uniones comunicantes
(conexinas), para que sucedan procesos como la maduracion del ovocito y del
foliculo. Tomadas de (Gilchrist et al., 2004)
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Uniones comunicantes. La importancia del dialogo entre el ovocito y las células

del camulus.

Ya se ha mencionado que en los foliculos ovaricos, la comunicacién intercelular mediada
entre el ovocito y las células sométicas que lo acompafian es critico para el desarrollo de
ambos compartimentos foliculares.

El contacto entre las células sométicas y el ovocito es mediado por las uniones
comunicantes, que son conjuntos de canales de membrana intercelular que permiten a
las células adyacentes compartir moléculas pequefias (<1 kDa). Estos canales se
componen de hexameros de conexinas (Cxs), una familia homologa de mas de 20
proteinas. Cada conexina contiene dominios altamente conservados, asi como
dominios divergentes que les confieren propiedades Unicas (Goldberg et al., 2004).
Asimismo cada conexina posee un perfil de expresion especifico y aunque algunas
conexinas se expresan de manera ubicua, otras se limitan a tejidos, células y momentos

o sefales especificas (Cruciani y Mikalsen, 2006; Santiquet et al., 2013).

En los ovarios de los mamiferos se han detectado 8 conexinas diferentes (Kidder|y]|
Mhawi, 2002). En los COCs del raton, la comunicacién entre las células de la granulosa
estd mediada principalmente por Cx43, mientras que la comunicacion entre el ovocito y
las células del cumulus es principalmente a través de la Cx37 (Gilchrist et al.,
2008)(figura 4), y se ha reportado que la mutacion del gen para Cx37 elimina la
produccion de foliculos de Graff y el desarrollo del ovocito (Carabatsos et al., 2000). El
hecho de que los canales de Cx43 y Cx37 posean diferente permeabilidad y que sus
placas no se sobrelapen corrobora que cada conexina desempeifia un papel en lugares
y tiempos especificos. Asi también se ha visto que la Cx43 es detectable en las células
de la pre granulosa en el foliculo primordial, probablemente mediando la relacion entre
las células somaticas (Gittens y Kidder, 2005). Conforme el foliculo se desarrolla, el

namero de uniones de Cx43 aumenta especialmente en la transicion de foliculo
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preantral a antral. Si la Cx43 no se expresa, la foliculogénesis se arresta en el estado
unilaminar (Gittens y Kidder, 2005).

En el porcino, se han identificado 3 Conexinas principales que participan en la
comunicacién del ovocito y las células de la granulosa, la Cx43 que se expresa
mayormente en las células del cimulus, la Cx45 que se expresa tanto en células de la
granulosa y el ovocito y la Cx60 que so6lo se expresa en el ovocito (Santiquet et al.,
2013). Sin embargo, el contacto entre las células foliculares no debe ser considerado
como una estructura permanente sino mas bien como una estructura que se adapta
continuamente en respuesta a la actividad, tanto de las células de cumulus, como del
ovocito. Tal es la importancia de la cooperacion metabdlica entre los ovocitos y las
células de cumulus que la glucosa que es metabolizada a piruvato en las células del
cumulus es transferida al ovocito para que este realice sus procesos generadores de
energia (Wang et al., 2012). Igualmente, parte del colesterol sintetizado en las células del
cumulus es transferido al ovocito dada la incapacidad de esta célula para producir o
tomar el lipido del exterior (Su et al., 2009). Por su parte, el ovocito regula la proliferacion
de células de la granulosa e induce la expresion del fenotipo diferencial a células murales
y del cumulus mediante sefiales hormonales induciendo una alta expresion de RNAs en

las células del cumulus (Su et al., 2009).

La expansion de las células del cumulus requiere de la presencia del ovocito ya que
células aisladas del cimulus son incapaces de responder al estimulo de la FSH y formar
una matriz expandida. Genes tales como Ptgs2, que codifica a la prostaglandina-
endoperoxido sintetasa2 (COX-2), hialuron sintetasa 2 (HAS-2) y el factor de necrosis
inducido por la proteina 6 (TNFAIP6/TSG-6) que tienen un papel esencial en la
expansion celular son estimulados por la presencia de gonadotrofinas y de factores
secretados por el ovocito (Dragovic et al., 2005; Gilchrist et al., 2004; Hussein et al.,
2006; Sugiura et al., 2010). En foliculos de rata GDF-9 y BMP-15, que se sintetizan en
el ovocito junto con el estradiol-B17 coordinan el desarrollo de las células del cimulus y

su expansion (Gilchrist et al., 2004; Sugiura et al.,, 2010). Sin embargo, en otros
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mamiferos (porcinos, equinos y bovinos), se ha visto que la expansion de las células del
cumulus esté regulada por factores producidos por las propias células somaticas en vez
del ovocito (Liang et al., 2005; Prochazka et al., 1998). Por lo anterior, entender los
mecanismos que se realizan por la estimulacion de las gonadotrofinas en la
comunicacion regulada por las uniones intercelulares es fundamental para entender los

mecanismos que regulan la maduracion del ovocito(Sasseville et al., 2009).

Respecto a los COCs porcinos, se ha reportado que las células del cumulus
sobreexpresan Cx43 cuando son separados de las células de las células murales.
Ademds, la expresion y reclutamiento de conexinas en uniones comunicantes es
independiente de la sefial de la godanotrofina, aunque la expansién y ruptura de las
uniones comunicantes es un mecanismo dependiente de la gonadotrofina e incluye el
reclutamiento de Cx43 en microdominios lipidicos (Sasseville et al., 2009). Por otra lado,
Nitta et al. (Nitta et al., 2010) mencionan que la expresion de las conexinas es espacio
temporal. Ademas, determinan que las conexinas que mas se expresan durante la
maduracién del foliculo porcino son los correspondientes a Cx45 y Cx60. Identifican a la
Cx60 en la interfase entre el ovocito y las células del cimulus mientras que la Cx45 se
detecté en ovocitos, pero no en las células cumulo, sugiriendo un perfil diferente y
funcion para cada conexina durante la ovogénesis y la foliculogénesis. Ademas,
reportan no encontrar expresion de la Cx37 en la superficie del ovocito en ninguna de las
etapas estudiadas. En estudios anteriores ya reportan la presencia de Cx43 y suponen la
formacion de canales mediante Cx43 y Cx45 dada su compatibilidad al igual que los
canales heterotipicos formados por Cx60 y Cx43 que parecen ser compatibles y formar
canales funcionales (Thomas et al., 2004).
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Justificacion.

Los compuestos perfluorados pueden afectar los sistemas reproductivos, producir dafio
genético, causar infertilidad, malformaciones, abortos espontaneos, etc. Incluso en
poblacién no expuesta. Hasta el momento, la mayor parte de los reportes del efecto de
los PFC’s a nivel reproductivo se enfoca en 6rganos masculinos, gametos masculinos y
como disruptor enddcrino, pero también se relaciona con una disminucion en la fertilidad

femenina.

Se sabe que en la maduracion del ovocito existen cascadas de regulacion génica y
sefalizacion que son especialmente sensibles a la exposicion por xenobidticos.
Diferentes estudios demuestran la presencia de PFOS en ovarios de rata, y en el fluido
folicular de humanos. Sin embargo, hasta el momento no existe alglin reporte de su
efecto en la maduracién del ovocito. Se sabe que las uniones comunicantes son
esenciales para el desarrollo del foliculo y la maduraciéon del ovocito y puesto que esta
documentado el dafio que este perfluorado ocasiona en uniones comunicantes de
células somaticas, en este trabajo se propone analizar si PFOS interfiere en las uniones

intercelulares comunicantes durante la maduracion de ovocitos en un modelo in vitro.

Pregunta de investigacion.

¢ Tiene PFOS algun efecto en las uniones comunicantes de los COCs, y por lo tanto en la

maduracion de ovocitos porcinos in vitro?

26



Hipotesis.
En células somaticas PFOS afecta las uniones comunicantes. Estas uniones son muy
importantes para la maduracion del ovocito, por lo que si las uniones existentes entre

el ovocito y las células de la granulosa se ven afectadas, también se vera afectado el

proceso de maduracion.

Objetivo general.

Determinar si el efecto de PFOS en las uniones comunicantes repercute en la

maduracion de ovocitos porcinos.

Objetivos particulares.

Determinar la concentracion letal (CLso) y de efecto en la maduracion (CEMso)

en el ovocito.

Evaluar con calceina si la CEMso2 de PFOS inhibe las uniones intercelulares

comunicantes de los COCs durante la MIV.

Analizar la expresion de los genes de las conexinas Cx43, Cx45 y Cx60 durante la
maduracién de los COCs expuestos a la CEMso/2 de PFOS.
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Metodologia.

Todos los reactivos utilizados fueron de la marca Sigma (Sigma chemical
Company, St Louis, MO EUA). Los reactivos y las soluciones se esterilizaron mediante
filtracion con membranas de 0.22um Millex-GV (Millipore). Todas las técnicas se
realizaron bajo condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar (Veco, Mexico).
Los procedimientos de MIV se realizaron sin cubrir con aceite mineral. Después de su
preparacion los medios empleados se conservaron a 4°C, y si no eran usados después

de 21 dias, eran desechados.

Obtencion de COCS y maduracion de ovocitos porcinos.

La maduracién in vitro (MIV) de ovocitos porcinos se realizé de acuerdo con el
método reportado por Abeydeera y Casas (Abeydeera et al., 1998; Casas et al., 2010).
Se colectaron ovarios de cerdas prepuberes en el rastro, justo después de que los
animales fueron sacrificados. Los ovarios, se transportaron al laboratorio en solucion
salina 0.9%, a 38°C.

Los COCs en fluido folicular se recuperaron por puncion a partir de foliculos de 3 a
6 mm de diametro a través de vacio con jeringa de 10 ml y aguja de 18G X 38 mm y se
dejaron sedimentar. Bajo el microscopio se seleccionaron aquéllos COCs en los que los
ovocitos aparecian rodeados por una masa folicular compacta y presentaban un
citoplasma granular regular. Estos COCs fueron lavados 3 veces en medio de
maduraciéon TCM-199 con Bicarbonato y sales de Earle (In Vitro México) suplementado
con PVA 0.1%, Glucosa 3.05mM y Piruvato de sodio 0.91mM, cisteina 0.57mM y EGF
(Factor de crecimiento epidérmico) 10ng/ml) para posteriormente colocar de 30 a 35
COCs por pozo en una gota de 500ul con el mismo medio y suplementado con las

hormonas Foliculo estimulante y Luteinizante (FSH y LH). El medio habia sido equilibrado
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previamente con CO; al 5% en una incubadora a 38.5°C y humedad a saturacion. Para
que la maduracion de los ovocitos seleccionados sucediera, se dejaron pasar de 44 a 48

horas en incubacién en las mismas condiciones.

Viabilidad de ovocitos mediante tincion con azul de tetrazolio (MTT).

Posterior a la maduracion y eliminacion de las células del cumulus los ovocitos, se
colocaron en otra caja de 4 pozos, donde se cubrieron con 200uL de MTT (0.5 mg/mL) y

se incubaron durante 90 minutos.

La viabilidad de los ovocitos se evaludé bajo un microscopio estereoscopico (Olympus
SZ60, Olympus Optical, Japon) a 400 aumentos. Se consideraron vivos a los ovocitos

que presentaron una coloracion pdrpura y muertos los que no presentaron color.

Determinacion de la CL50

Para determinar la CLso, los complejos ovocitos-células del cimulus se incubaron
con diferentes concentraciones, (control, control solvente DMSO, 12.5, 25, 50uM de
PFOS en medio TCM-199). Después de 44h de incubacion los ovocitos se denudaron y

se lavaron con PBS.

Como se indicé lineas arriba para medir la viabilidad, los ovocitos se incubaron en
bromuro de metiltiazolidifenil de tetrazolio (MTT) 0.5mg/ml de acuerdo a la metodologia
reportada por Casas et al. (Casas et al.,, 2010). La CLso se determing utilizando
regresion lineal binomial Probit, incluida en el paquete estadistico SPSS (FDA,USA) y los

gréaficos se realizaron utilizando el paquete estadistico Origin Lab 9.
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Evaluacion de la Maduracion de ovocitos mediante tincion con Hoechst

Posterior a la tincion con MTT para remover el exceso de éste, los ovocitos se lavaron en
gotas de 500uL de PBS, mediante 2 6 3 resuspensiones. Los ovocitos se colocaron en
otra caja y se cubrieron con 200uL de Hoechst (3342) (45 ug/mL) en PBS. Se dejaron
durante 45 minutos en oscuridad a 4°C. Posteriormente, los ovocitos se lavaron en gotas
de 500uL de PBS, con 2 6 3 resuspensiones para eliminar el exceso de Hoechst, y se
colocaron en otra caja con 500uL de fijador con PBS (glutaraldehido 50uL/5mL), durante

20 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.

Posteriormente, 15 ovocitos aproximadamente fueron transferidos a un portaobjetos con
20uL de medio de montaje (Glicerol-PBS 7:3), se coloco el cubreobjetos y se sello para

su observacion.

La evaluacion de la maduracion de los ovocitos se llevdo a cabo a 400 aumentos,
utilizando un microscopio Zeiss, modelo Axioscop Y filtro de fluorescencia con rango de

excitacion para luz ultravioleta (482 nm).

De acuerdo a las caracteristicas observadas, los ovocitos se clasificaron en: Inmaduros
para aquellos que mostraron vesicula germinal (VG), en vias de maduracion para los que
presentaron cromosomas en Metafase | (MI) y Maduros para aquellos con cromosomas y
el primer cuerpo polar en extrusion Metafase Il (Mll) (Casas et al., 2010) (Figuras 5,6 y
7).

Determinacion de la CEMso

Para determinar la CEMso, los complejos ovocito-células del cumulus (COCs) se
incubaron con diferentes concentraciones, (control, 12.5, 25 y 50uM de PFOS en medio

TCM-199). Después de 44h de incubacién los ovocitos se denudaron y se lavaron con
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PBS. Posteriormente se realiz6 una doble tincibn con MTT-Hoechst siguiendo los

criterios de evaluacién especificados anteriormente.

La CEMso se determind utilizando la regresion lineal binomial Probit, incluida en el
paquete estadistico SPSS (FDA,USA) y los gréficos se realizaron utilizando el paquete

estadistico Origin Lab 9.

Determinacion del efecto de PFOS en las uniones intercelulares comunicantes y

en la maduracion de ovocitos porcinos.

Se utilizd6 la metodologia reportada por Sasseville y Thomas (Sasseville et al.,
2009; Thomas et al., 2004). Los COCs se incubaron en las condiciones arriba descritas
en presencia de la CIMso de PFOS y como control positivo se utilizé el inhibidor de
uniones comunicantes Carbenoxolona di sédica (Carbexonolone disodium salt C4790-
1G Sigma Aldrich).

Pasadas 4.5, 8.5, 22 y 44h los ovocitos incubados con la concentracion de inhibicion de
la maduraciénso (10uM) de PFOS, fueron transferidos a una solucion recién preparada
de Calceina AM 1pM (39,69-Di(Oacetil)-29,79-bis [N,N bis(carboximetil) amino metil]-
fluoresceina, tetraacetoxi metil éster; Molecular Probes, Life Technologies) en medio
PBS libre de proteinas y rojo fenol para evitar interferencia en la medicion de
fluorescencia, y se incubaron por un periodo de 15min. Posteriormente los ovocitos se
transfirieron nuevamente a los medios de cultivo iniciales durante 25min para permitir

el paso de la tinciobn de las células del cimulus al ovocito.

Pasado ese tiempo de incubacién, los COCs se lavaron 3 veces para eliminar el exceso
de colorante y se realizd el analisis de fluorescencia en un microscopio Confocal a
488nm a 200x, para determinar el paso de Calceina a los ovocitos madurados en

presencia de un medio de la CEMs, encontrada para PFOS.
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Extraccion del RNA total de COCs.

Los COCs se incubaron en las condiciones arriba descritas en presencia de
un medio de la CEM50 de PFOS y un control. Pasadas 4.5, 8.5 y 44h de incubacion los
ovocitos se lavaron 3 veces en PBS, se congelaron en N, y se guardaron en congelaciéon
a -70°C hasta su procesamiento. EI RNA total de aproximadamente 100 COCs por
muestra se extrajo usando el kit SV Total RNA Isolation System de Promega siguiendo

las indicaciones del fabricante.

RT-PCR

El RNA aislado de los COCs, fue retrotranscrito y la PCR semicuantitativa se llevo a

cabo utilizando los primers reportados para las conexinas Cx43, 45 y 60 segun
(Santiquet et al., 2013). Como control se utilizaron los genes constitutivos B-actina y

H2A que se disefiaron con el programa primer3 de la manera descrita por Bonilla y del
Mazo (Bonillaly| del Mazo, 2010).
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Resultados.

Determinacion de la viabilidad con el diluyente durante la maduracion de

ovocitos.

Se realizaron 3 ensayos por duplicado con el control diluyente (DMSO) para
descartar el efecto del mismo en la viabilidad utilizando los porcentajes de DMSO
equivalentes a los tratamientos utilizados con PFOS. Los tratamientos, incluyeron:
Control y DMSO a concentraciones 0.06, 0.12 y 0.25%.

Efecto del DMSO en la viabilidad de ovocitos porcinos durante la MIV
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Figura 5. El DMSO se utilizé en los porcentajes finales cuando se preparan las concentraciones de
PFOS 12.5uM, 25uM y 50uM, los porcentajes de DMSO son 0.06%, 0.12%) y 0.25%
respectivamente y estan representadas por los asteriscos. El analisis Anova seguido de un test de

Duncan mostré que no existen diferencias significativas entre grupos. n=3, P<0.05 se utilizaron 60
ovocitos por tratamiento.
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Determinacion de la CL50 de PFOS durante la maduracion de ovocitos

Los ensayos iniciales con PFOS se realizaron con las concentraciones 100uM, 75uM vy
50uM. Después de 4 ensayos se determind que en 75uM la viabilidad era el 0% por lo
gue en los siguientes ensayos se utilizaron concentraciones de 0, 12.5uM, 25uM vy
50uM. La viabilidad se determin6 pasadas de 42 a 44 horas de incubacién y los ovocitos

se tifleron con MTT. Los resultados se observan en la Figura 6.
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Figura 6. Se muestra la viabilidad de ovocitos porcinos expuestos a diferentes concentraciones de PFOS
durante la MIV. La viabilidad obtenida en las concentraciones 12.5 25 y 50uM esta representada por
asteriscos, y cada color indica un experimento diferente. Se observa que existe una relacion inversamente
proporcional de la concentracion de PFOS con la viabilidad. La linea roja representa la regresion lineal y las
lineas verdes los intervalos de confianza. Se determiné una CL50 de 29.86uM. n=7 y 60 ovocitos por
tratamiento. Los datos se obtuvieron mediante la regresién lineal binomial Probit, incluida en el paquete
estadistico SPSS (FDA, USA). Se realiz6 un ANOVA seguido de un test de Duncan con una P<0.05.
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Mediante la regresion lineal binomial Probit se determin6 que la ClLso de PFOS en la
maduraciéon de los ovocitos porcinos es de 29.86 uM con un limite inferior de
22.72uM y un limite superior de 41.94uM. EI ANOVA seguido de un analisis de Test
de Duncan indic6 que existen diferencias significativas entre el control y las

concentraciones de 25y 50 uM.

Determinacion de la CEM50 de PFOS en ovocitos

Para asegurar que los ovocitos evaluados en la maduracion estuvieran vivos, se
realizo la técnica de doble tincion de MTT-Hoechst. Con el MTT se discriminaron los
ovocitos vivos (tefiidos en purpura) de los muertos (sin tincion). Los ovocitos vivos
fueron tefidos con Hoechst y mediante la tincion de nucleos se evalu6 el estado de

maduracion de los ovocitos al finalizar la incubacion (Figura 7).

Figura 7. Se presenta ovocito en vesicula germinal ya que hay un sélo nucleo (A). El ovocito en metafase |
presenta un paquete cromosémico que indica una etapa de Meiosis | (B). El ovocito en metafase |l
presenta un paquete cromosémico y un cuerpo polar en extrusién (C). Todos los ovocitos fueron tefiidos
con MTT- Hoechst y se observaron con Epifluorescencia (400X).
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La CEMso (Concentracion de Inhibicion de la maduracion 50) se obtuvo después de
evaluar el grado de maduracion de los ovocitos tefiidos con Hoechst y expuestos a 0,
12.5, 25 y 50uM de PFOS durante 44h. Mediante la regresion lineal binomial Probit, se
determiné que la CIMso es de 23.34 uM (Figura 8).

CEMso de Ovocitos Porcinos expuestos a PFOS

100
90
80
70
60 y
50

40

% Maduracion
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Probit= 23.34uM X
10

0 10 20 30 40 50
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Figura 8. La CIMsg obtenida fue de 9.93uM. Las concentraciones 12.5 25 y 50uM estan representadas
por *** respectivamente. La linea roja representa la regresion lineal y las lineas verdes los intervalos de
confianza. n=3 experimentos y 60 ovocitos por tratamiento. El analisis por ANOVA seguido de un Test de
Duncan con una P<0.05 indicaron una diferencia significativa entre 25 y 50 uM con respecto al control.
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Los porcentajes de maduracion permiten observar un efecto dosis-respuesta es
decir, conforme aumenta la concentracion de PFOS disminuye la maduracion de los
ovocitos. Con respecto al control, cuyo porcentaje de maduracion usualmente es del
70%, y después de normalizar los datos, se observd que en las concentraciones de

12.5, 25, y 50uM la maduracién se inhibié en un 55, 60, y 85% respectivamente.

Evaluacion de 10uM de PFOS en las uniones comunicantes a diferentes

tiempos de incubacion

Las uniones comunicantes en los COCs se evaluaron mediante tincion con calceina
utilizando la CEMso/2 obtenida con PFOS y como control positivo la carbenoxolona di
sbdica a la concentracién reportada como inhibitoria para uniones comunicantes de
COCs (CBX 100uM) (Sasseville et al., 2009). Los resultados muestran que a las 4.5h
de incubacion la calceina se encuentra en los ovocitos de los COCs control (OuM),
mientras que en los ovocitos de los COCs expuestos a CBX (100uM) y PFOS (10uM)
no se detecta calceina en su interior, lo anterior indica que las uniones comunicantes
son funcionales en los COCs control (OuM) en contraste con los COCs expuestos a

CBXy PFOS (Figura 9).
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n=20, 200x

Figura 9. Se observan COCs incubados 4.5h y tefiidos con calceina: (A) Control (OuM), la
fluorescencia se presenta en células del cimulus y ovocito. (B) COCs incubados con PFOS
(10uM) presentan fluorescencia en células del cumulus pero no en ovocito. (C) COCs
incubados con CBX (100uM) se observan células del camulus con fluorescencia pero no en
ovocito. Las graficas representan los perfiles de intensidad de la fluorescencia en la region
marcada con la linea roja. Epifluorescencia Confocal 200X.
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A las 8.5h de incubacion la calceina permea a los ovocitos de los COCs control (OuM),
mientras que en los ovocitos de los COCs expuestos a CBX (100uM) y PFOS (10uM)
no hay presencia de calceina en los ovocitos. Estos resultados muestran que en este
tiempo de incubacion las uniones comunicantes aun son funcionales en los COCs

control (OuM) a diferencia de los COCs expuestos a CBX y PFOS (Figura 10).

n= 20, 200x

Control

Figura 10. Se presentan los COCs incubados 8.5h y tefiidos con calceina: (A) Control (OuM), la
fluorescencia se presenta en células del cimulus y el ovocito. (B) COCs incubados con PFOS
(10uM) presenta fluorescencia en células del cimulus pero no en el ovocito. (C) COCs incubados
con CBX (100uM) se observa fluorescencia en las células del cdmulus pero no en el ovocito Las
graficas representan los perfiles de intensidad de la fluorescencia en regién marcada con la linea
roja sobre las células. Epifluorescencia Confocal 200X.
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A las 22h de incubacion, la calceina es incapaz de llegar a los ovocitos tanto de los
COCs control (OuM), como de los COCs expuestos a CBX (100uM) y PFOS (10uM).
En este periodo de incubacion las uniones comunicantes ya no son funcionales en los

COCs control debido a que el ovocito ha salido del arresto meiético (Figura 11).

n= 20, 200x

Control

Figura 11. COCs incubados 22h y tefiidos con calceina: (A) Control (OuM), la fluorescencia
se presenta en células del cimulus pero no es detectable en ovocito. (B) COCs incubados
con PFOS (10uM) presentan fluorescencia en sélo en células del cimulus pero no en
ovocito. (C) COCs incubados con CBX (100uM) se observan la fluorescencia solo en las
células del camulus. Las graficas representan los perfiles de intensidad de la fluorescencia
en region marcada con la linea roja sobre las células. Epifluorescencia Confocal 200X.
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A las 44h de incubacién, tiempo en el que los ovocitos alcanzan su maduracién
meidtica, se observa que la calceina es incapaz de llegar a los ovocitos de los COCs
en todas las condiciones de exposicion. En este momento de la maduracion las
uniones comunicantes ya no son funcionales debido a que el ovocito ha salido del

arresto meidtico y continuado con su maduracion nuclear (Figura 12).

n= 20, 200x

Control

Figura 12. Se observa el patrén de fluorescencia de los COCs incubados 44h y tefiidos con
calceina: (A) Control (OuM), la fluorescencia se presenta en células del cimulus pero no es
detectable en ovocito. (B) COCs incubados con PFOS (10uM) presentan el mismo patrén de
fluorescencia que en control. (C) COCs incubados con CBX (100uM) presentan mismo patrén de
fluorescencia que las otras 2 condiciones. Las graficas representan los perfiles de intensidad de la
fluorescencia en regién marcada con la linea roja sobre las células. Epifluorescencia Confocal
200X.
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Analisis de expresion Génica de las Conexinas 43, 45 y 60 en COCs Porcinos

La amplificacion del cDNA se realizé utilizando los cebadores para las Cx 43, 45y 60
disefiados por Santiquet et al., (2013), los cebadores de los genes constitutivos se
disefiaron de acuerdo al programa Primer3 utilizando las secuencias obtenidas para los
transcritos de B-actina y H,A de la base de datos ensemble. Los productos de

amplificacion y temperaturas de alineamiento se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados, productos de amplificacion y temperaturas

de alineamiento.

Gen Secuencias 5’-3’ Fy R Producto PCR TeC
H2A AGTTTCCTGTGGGTCGAGTG 162 56
TGCGAGTCTTCTTGTTGTCG
B -actina CGGTGAGGTACTCCAGGATG 180 55
GGTAAGGCTGGGAAGGACTC
Cx 43 ACTGAGCCCCTCCAAAGACT 191 55
GCTCGGCACTGTAATTAGCC
Cx 45 TGTATGGCTTCCAAGTCCACCCAT 144 55
TAAGCAGTAGGCAAAGGCCTGTCA
Cx 60 GGCATTGAGGATGAAAGGGG 378 55
GAAGCCATTGTTGTACCTAGCC

El andlisis de la expresion de las conexinas mediante RT-PCR, muestra que a las 4.5h
de incubacion no existen diferencias significativas en la expresion de estos genes en

los COCs expuestos a PFOS con respecto a los del control (OuM) (figuras 20 y 21).
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500bp

200bp

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1 Marcador de PM (M) 100pb. Carriles 2 a 6 se
muestra la expresion de los genes de Cx 43, 45, 60, B Actina y H,A a partir del cDNA de los COCs
control (OuM). En los carriles 7 a 11 se muestra la expresion de los genes de Cx 43, 45, 60, B-actina y

H,A a partir del cDNA de los COCs expuestos a PFOS 10 uM durante 4.5h.

Expresion

Cx43 C x45 Cx60 Cx43 Cx45 Cx60
PFOs PFOs PFOs

Figura 21. Andlisis densitométrico a las 4.5h para los genes Cx 43, 45 y 60, y normalizado con los
genes constitutivos p-actina y H,A. Se realizé un Anova seguido de un test de Duncan y no se
encontraron diferencias significativas respecto a ninguno de los genes constitutivos ni de las
conexinas n=3 P<0.05.
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El andlisis de la expresion de las conexinas mediante RT-PCR, muestra que a las 8.5h
de incubacion no existen diferencias significativas en la expresion de los genes en los

COCs expuestos a PFOS (10uM) con respecto a los del Control (OuM) (figuras 22 y
23).

500bp

200bp

Figura 22.Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1 Marcador de PM 100pb. Carriles 2 a 6
se muestra la expresion de los genes de Cx 43, 45, 60, B Actina y H,A a partir del cDNA de los
COCs control. En los carriles 7 a 11 se muestra la expresion de los genes de Cx 43, 45, 60, B-
Actina y H,A a partir del cDNA de los COCs expuestos a PFOS 10 uM durante 8.5h.
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Figura 23. Andlisis densitométrico a las 8.5h para los genes Cx 43, 45y 60, y normalizado con los genes
constitutivos B-actina y H2A. Se realiz6 un Anova seguido de un test de Duncan y no se encontraron
diferencias significativas respecto a ninguno de los genes constitutivos ni de las conexinas n=3
P<0.05.

A las 44h de incubacion, tiempo en que sucede la maduracion meidtica, se observa que
la expresion transcripcional se abate tanto en los COCs control como en los expuestos
a PFOS

500bp

200bp

Figura 24: Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1 Marcador de PM 100pb. Carriles 2 se muestra
a partir del cDNA de los COCs control una ligera expresion del gen de la Cx43, mientras que la expresion
de los otros genes no es posible detectarla. En los carriles 5,6 y 10, 11 se detecta una ligera expresion
de los genes constitutivos. No se detectd la expresion de ninguno de los genes de los COCs de las
demas conexinas control y expuestos a PFOS 10 uM durante
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Discusioén

Los compuestos organicos fluorados (COFs) o productos quimicos perfluorados
constituyen un grupo de sustancias utilizadas ampliamente a nivel industrial. El
sulfonato de perfluorooctano (PFOS) pertenece a este grupo de compuestos y es
ademas el producto de degradacion de numerosos COFs. Se sabe que las principales
vias de exposicion a PFOS son por ingesta, inhalacion y contacto dérmico, aunque la
ingesta es el principal medio a través del cual se absorbe PFOS y se transporta en la
sangre unido a la albumina, siendo capaz de atravesar barreras como la placentaria y
la hematoencefalica (Austin et al., 2003; Inoue et al., 2004; Wang et al.,, 2011). No
obstante que el PFOS se elimina por via renal, se han encontrado concentraciones de
este compuesto, tanto en suero de gente expuesta como no expuesta, que va desde
500- 2000ng/ml (Olsen et al., 2007) hasta 13ug/ml, es decir 26uM (Slotkin et al., 2008)
También se han detectado concentraciones de 1.3 ppm en 6rganos como rifion de
ternera (Kowalczyk et al.,, 2013) y de 0.1-10mg/kg en ratas expuestas a este

xenobidtico (Austin et al., 2003).

Determinacion de la viabilidad con el diluyente durante la maduracién de

ovocitos

Los experimentos para probar el efecto del diluyente (DMSO) demostraron que este no
afecta la viabilidad. Se ha reportado que el 0.1% de DMSO no tiene efectos en la FIV
utilizando el modelo porcino (Campagna et al., 2002). En este caso no hubo efecto

con la concentracion mas alta que corresponde a un 0.25%.
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Determinacion de la CL50 de PFOS durante la maduracion de ovocitos

Se determiné que la CLso para COCs porcinos durante la maduracion in vitro es de
29.86uM. Esta concentracién es similar a la concentracibn mas alta reportada en
plasma de trabajadores expuestos que fue de 26uM o 13ug/ml (Slotkin et al., 2008)
Por lo que este modelo in vitro puede tomarse como referencia para futuros estudios
del efecto de PFOS en la maduracién de ovocitos y problemas relacionados con la
fertilidad.

Determinacion de la CEMs0 de PFOS en ovocitos

La concentracion de efecto sobre la maduracion se realiz6 mediante la doble
tincion con MTT y Hoechst lo que permitié determinar 2 parametros al mismo tiempo:
viabilidad y estado de maduracion. Los resultados indican que la CEMso obtenida es de
23.34uM y que a la mitad de esta concentracion (10uM) el efecto es una inhibicion en
la maduracion de los ovocitos. Ademas, la CEMso/2 se encuentra dentro del rango de
las concentraciones reportadas en fluido folicular de poblacidn no expuesta y con
problemas de fertilidad. En el estudio de Governini et al. (2011) se reporta una
correlaciéon en la que conforme aumenta la concentracion de PFCs del fluido folicular
del que fueron recuperados los ovocitos, disminuye la capacidad para ser fertilizados.
Este trabajo reporta una concentracién de PFCs de 15ng/ml, que si solamente fuera de
PFOS corresponderia a una concentracion de 3uM, asimismo existen evidencias que
mencionan al PFOS como causa de una reduccién en la fecundidad en mujeres, y que
los niveles de exposicion anteriormente mencionados son comunes en paises
desarrollados (Fei et al., 2009).
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Efecto de la CEMso/2 de PFOS en las uniones comunicantes en diferentes

tiempos de incubacion

Las wuniones comunicantes 0 conexinas son canales transmembranales que
comprenden proteinas que median la permeabilidad intercelular y la comunicacion.
Estas son muy importantes para el ovocito y las células del cimulus en las primeras
etapas ya permiten la comunicacion directa y el paso de una variedad de iones
inorganicos y pequefias moléculas, incluyendo moléculas de sefalizacion tales como
cAMP vy inostiol-3-fosfato, aminoacidos, nucleoétidos, vitaminas, glucosa y que permiten
gue el ovocito permanezca en arresto meidtico o etapa de vesicula germinal (Firestone
y Kapadia, 2012; Sugimoto et al., 2013).

La maduracion de los ovocitos porcinos esta reportada como una de las mas largas en
diferentes especies de mamiferos, con una duracion de aproximadamente 44horas
(Abeydeera et al., 1998; Casas et al., 2010). Se ha observado que a las 4.5y 8.5 h de
incubacion las uniones comunicantes entre las células del cimulus y el ovocito son
funcionales (Santiquet et al., 2013). Cuando se probd el efecto del PFOS en las
uniones comunicantes a 10uM mediante la tincion con calceina, se demostré que la
fluorescencia en los COCS control (OuM) se encontraba tanto en células del cimulus
como en el ovocito, mientras que en los COCs cultivados en presencia de PFOS y CBX
la fluorescencia solo se detectd en las células del camulus. Lo anterior comprueba que
el PFOS interrumpi6 la comunicacion de las células del cumulus con el ovocito. En
ambos tiempos de incubacién el ovocito porcino aln se encuentra en arresto meidtico y
por lo mismo la comunicacién entre las células del camulus con el ovocito es funcional
lo cual se confirmo6 con los COCS control (OuM), en los que la calceina migré al interior

del ovocito en contraste con los expuestos al perfluorado y al CBX respectivamente.
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Las observaciones realizadas en los COCs incubados durante 22 y 44 h coinciden con
el metabolismo reportado en estos periodos de tiempo, ya que la comunicacion entre
ovocito y células del cimulus desaparece debido al reinicio de la meiosis en el ovocito,
y a que las uniones comunicantes entre las células del cimulus y los ovocitos se
pierden por expansion y generacién de la matriz extracelular. Por lo anterior, en las
observaciones de los COCs control y expuestos a PFOS y CBX no se observaron

diferencias en los patrones de fluorescencia de la calceina.

Analisis de Expresion Génica de las Conexinas 43, 45y 60, a las 4.5, 8.5 y 44h.

Una vez que se determing por la tincién con calceina que las uniones comunicantes
entre el ovocito y las células del cimulus se interrumpen o son bloqueadas se procedid
a determinar si el PFOS estaba actuando a nivel de la expresion génica de las
conexinas ya que, aunque el PFOS no se ha reportado como un toxico genético
(Kawamoto et al., 2010), su accién como disruptor enddcrino (Kowalczyk et al., 2013)
podria influir en la expresion de estas proteinas.

En los ensayos de expresion génica que se realizaron a las 4.5h y 8.5h, y después de
normalizar la expresion de los genes constitutivos (B-actina y H2A) en las condiciones
control y experimental, la densitometria indica que no hay diferencias significativas en
la expresion de las Cx 43, 45 y 60 para ambas condiciones. Estos resultados son
consistentes con lo reportado (Santiquet et al., 2013) ya que en los tiempos iniciales de
la maduracion del ovocito es necesaria la presencia de conexinas y uniones
comunicantes que permitan el paso de iones y moléculas como el AMPc que mantienen
el arresto meidtico (Santiquet et al., 2013; Sasseville et al., 2009; Thomas et al., 2004).
La inhibicién de la expresion génica no es el mecanismo mediante el cual PFOS inhibe
las uniones comunicantes ya que la expresion de las conexinas es similar en ambas

condiciones.
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A las 44 h la expresion de las conexinas de los COCs es casi nula en ambas
condiciones lo que coincide con lo reportado (Santiquet et al., 2013) debido a la perdida
de uniones comunicantes y separacion de las células por la generacion de matriz

extracelular a causa de la maduracién nuclear del ovocito.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante la tincion con calceina es claro que
PFOS afecta el funcionamiento de las uniones comunicantes y al parecer no es a

través de la expresion de los genes de conexinas.

Se ha reportado que en los tejidos con respuesta a hormonas, la expresion, estabilidad
y localizacion de las conexinas puede ser el resultado de las cascadas de respuesta a
receptores hormonales nucleares y sus ligandos a través de mecanismos
transcripcionales y no transcripcionales. El PFOS sin embargo, al ser un disruptor
endocrino podria emular la actividad de la progesterona, la cual se ha reportado
provoca fluctuaciones de los estados abierto y cerrado en las uniones comunicantes en
respuesta a estimulos celulares extracelulares (Firestonely| Kapadia, 2012).
Igualmente otra manera de actuar del PFOS como un disruptor enddcrino podria ser
influyendo en la activacion de cinasas y fosfatasas que produzcan fosforilaciones o
desfosforilaciones en las conexinas cambiando su conformacion y por lo mismo el
estado abierto o cerrado, de la unién comunicante tal como se ha reportado que sucede
con la Cx 43 después de un estimulo con la hormona LH (Conti et al., 2012; Russell]y|
Robker, 2007; Sela-Abramovich et al., 2005).

Los resultados en este estudio muestran un efecto paraddjico del PFOS en los COCs,
ya que aunque las uniones comunicantes son bloqueadas, los ovocitos no maduran, ya
se ha reportado que cuando las uniones comunicantes entre el ovocito y las células son
bloqueadas o interrumpidas, el ovocito reanuda su maduraciébn nuclear (Sela-
Abramovich et al., 2005), pero también hay trabajos que indican que para que el ovocito
reanude su maduracion tiene que existir una comunicacion con las células del cimulus
en momentos especificos que permitan la retroalimentacion en ambos tipos de células,

y que son criticos para su desarrollo y fertilizacion (De La Fuente y Eppig, 2001).

50



Es necesario que exista el dialogo molecular entre ambos tipos celulares para que se
sincronice la activacion del ovocito en la que parte esencial del proceso que es la
compactacion de la cromatina (De La Fuente et al., 2004) y la desacetilacion de las
histonas(Borsuk y Milik, 2005). Es posible que la interrupciébn de las uniones
comunicantes provocada por el PFOS entre las células del cumulus y el ovocito
interrumpa esos momentos criticos de retroalimentacion molecular, y con ello se
explique por qué los ovocitos no maduran a pesar de estar inhibidas las uniones
comunicantes. Seria necesario probar si la adicion de PFOS en distintos momentos de

la maduracion provoca efectos diferentes.
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Conclusiones y perspectivas:

La CLso de PFOS para los ovocitos en complejo con células del cimulus obtenida en
este trabajo es de 29.86uM la cual es muy cercana a la reportada para poblaciones
expuestas que es de 26uM (Slotkin et al., 2008) por lo que puede ser tomada como un
referente para futuros trabajos.

La CEMsy de maduracion de ovocitos porcinos obtenida fue de 23.34uM, en este
proyecto se utilizé una concentracién de 10uM la cual es muy cercana a la reportada
para la inhibicion de uniones comunicantes que es de 6uM (Hu et al., 2002) por lo que

también puede ser tomada como un referente para futuros estudios.

El PFOS es un inhibidor de las uniones comunicantes de los COCs porcinos a 10uM.

El PFOS a la CEMs0/2 (10uM) no es un inhibidor de la expresion de las conexinas 43,45
y 60.

El PFOS es un compuesto que a bajas concentraciones puede comprometer la

maduracién de los ovocitos afectando la fertilidad femenina.
Es necesario realizar mas estudios para determinar si la inhibicion de las uniones

comunicantes puede ser por fosforilacion o desfosforilacion de las conexinas, o

cambios en su estructura y/o distribucion.
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Anexos

Composicion de los medios de cultivo

Medio TL-HEPES-PVA

Para lavado de complejo ovocito-células del cumulo antes del cultivo en

de maduracion.

Componente PM mM g/1000ml g/2000ml g/500ml
NacCl 58.45 114.00 6.6633 13.326 3.33165
KCI 74.55 3.20 0.2386 0.4772 0.1193
NaH,PO, 120.00 0.34 0.0408 0.0816 0.0204
Lactato de 112.10 10.00 1.4ml 2.8ml 0.7ml
Na""
MgCl,.6H,0 203.30 0.50 0.1017 0.2034 0.05085
HEPES 238.30 10.00 2.3830 4.7660 1.1915
Piruvato de 110.00 0.20 0.0220 0.0440 0.0110
Na*
Sorbitol 182.20 12.00 2.1860 4.3720 1.0930
NaHCO; 84.00 2.00 0.1680 0.3360 0.084
CaCl,.2H,0** 147.00 2.00 0.2940 0.5880 0.147
Gentamicina 575.67 0.0250 0.0500 0.0125
Penicilina G 372.5 0.0650 0.1300 0.0325
PVA 0.1000 0.2000 0.0500

*Solucion al 60% v/v

**Agregar al final

Ajustar el pH a 7.3-7.4 con NaOH o HCI 1N.
Esterilizar por filtracion en membranas de 0.22uM

Almacenar a 4°C y usarlo en un periodo de 2 a 3 semanas.

medio
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Medio para maduracidn in vitro libre de proteinas para ovocitos porcinos.

TCM-199 Modificado el cual se suplementa con:

PVA 0.1% 10g/I
D-Glucosa 3.05mM 0.549¢/I
Piruvato de Sodio 0.91mM 0.1g/1
Penicilina 75 pg/ml
Estreptomicina 50pg/ml

El medio se suplementa con:

EGF 10 ng/ml
Cisteina 0.57mM
LH 0.5ug/mi
FSH 0.5ug/mi

Cuando se emplea pergonal se agregan 26pul/ml en lugar de FSH y LH.
Preparacion de las Hormonas LH y FSH.

LH (Sigma L 5269) 50ug/ml x 100

FSH (Sigma F-2293) 50ug/ml x 100

Pesar 0.005g de la hormona y disolver en 10ml de medio.

Tomar 1ml de esta suspension y agregar 9ml de medio (diluciéon 10X).
Hacer alicuota de 100pl.

Conservar a -70°C.



Preparacion del factor de crecimiento epidérmico (EGF).

EGF (Sigma E4127) en presentacion de un vial con 0.1mg.

Hacer una dilucién con TCM-199 con BSA al 0.1% para tener una concentracion
de 100ug/ml.

Tomar 10ul de esta dilucion y llevar a 1000ul con TCM-199 para obtener una
concentracion de 1ug/ml.

Hacer alicuotas de 200pl.

Conservar a -70°C.
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Andlisis probit para determinar la CLso

Limites de confianza

Limites de confianza al 95% para CONC

Limites de confianza al 95% para log(CONC)

b

Limite Limite Limite Limite
Probabilidad | Estimacian inferior superior Estimacion inferior superior
PROEBIT®* .010 5.471 950 9.828 738 -.022 .992
020 B6.675 1.424 11.266 824 154 1.052
030 7.573 1.841 12.294 .B79 265 1.090
.040 B.327 2.232 13.137 920 349 1.118
050 8.995 2.609 13.870 954 416 1.142
.060 9.606 2.979 14.532 983 474 1.162
070 10.176 3.345 15.143 1.008 524 1.180
080 10.715 3.709 15.716 1.030 569 1.196
.090 11.230 4.074 16.261 1.050 610 1.211
100 11.725 4.440 16.783 1.069 647 1.225
150 14.021 6.320 19.197 1.147 801 1.283
200 16.163 8.319 21.485 1.209 920 1.332
250 18.259 10.460 23.823 1.261 1.020 1.377
300 20.371 12.746 26.351 1.209 1.105% 1.421
350 22.547 15.157 29.219 1.353 1.181 1.466
400 24.826 17.654 32.615 1.395 1.247 1513
450 27.250 20.188 36.765 1.435 1.305 1.565
500 29.866 22.720 41.941 1.475 1.356 1.623
550 32.733 25.244 48.464 1.515 1.402 1.685
600 35.929 27.788 56.752 1.555 1.444 1.754
650 39.561 30.416 67.409 1.597 1.483 1.829
700 43.786 33.218 81.387 1.641 1.521 1.911
750 48.852 36.323 100.314 1.689 1.560 2.001
B0O0 55.188 39.933 127.219 1.742 1.601 2.105
850 63.616 44.405 168.534 1.804 1.647 2.227
900 76.073 50.536 241.104 1.881 1.704 2.382
910 79.431 52.114 263.019 1.900 1.717 2.420
920 83.247 53.873 289.140 1.920 1.731 2.461
930 B7.655 55.866 320.927 1.943 1.747 2.508
.940 92.854 58.167 360.651 1.968 1.765 2.557
950 99.162 60.893 412.090 1.9986 1.785 2.615
960 107.121 64.241 482.108 2.030 1.808 2.683
970 117.788 68.587 584.899 2.071 1.836 2.767
980 133.629 T4.784 756.617 2.128 1.874 2.879
990 163.032 85.632 1136.234 2.212 1.933 3.055

a. 5e utiliza un factor de heterogeneidad.

b. Base del logaritmo = 10.
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Andlisis probit para determinar la CEMso

95% Confidence Limits for tratamiento

Frobakility Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT 010 90.936 T0.266 135.741
.0z20 81.444 G3.268 120.614
.030 T5.422 fge12 111.034
.040 F0.291 55.447 103.838
050 G67.206 52702 87 994
060 G4.069 50.356 83029
.avo 61.3149 48293 82632
.0g0 58857 4G.438 24797
.0@o0 56.617 44 745 81.270
00 G4 556 43180 Fa.030
a0 46.021 36610 64 706
.200 39.237 31.225 54.280
.250 334417 26.3592 45 548
.300 28191 21.761 37.998
.350 23.348 17.067 31.403
400 18,753 12101 25658
450 14307 6.738 20659
500 9.931 860 16237
&80 5.556 -5.1498 12196
600 1.110 -11.720 8.355
650 -3.486 -18.645 4570
.Foo -8.3249 -26.074 710
750 -13.555 -34.1849 -3.357
.a0a -19.374 -43.302 -7.808
.850 -26.158 -53.992 -12.929
.a00 -34 693 -67. 509 -19.306
810 -36.754 -70.782 -20.8348
820 -38.994 -74.340 -22.501
830 -41. 456 -78.255 -24 326
840 -44 207 -82.630 -26.360
850 -47.343 -8T7.624 -2B 677
860 -51.028 -93.4896 -31.395
.ava -55.559 -100.720 -34.730
880 -61.581 -110.331 -39.157
.990 -71.073 -125.493 -46.120
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