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RESUMEN

El sulfonato de perfluorohexano (PFHxS) es uno de los compuestos perfluorados mas
abundantes en el medio ambiente y en fluidos corporales de humano. Aunque la exposicién
a este compuesto se ha asociado con una disminucion de la fertilidad, no se han descrito
los mecanismos moleculares y celulares subyacentes. Los efectos reproductivos adversos
del PFHXS podrian basarse en alteraciones en la maduraciéon de los ovocitos, un proceso
mediante el cual, éstos, adquieren su competencia para la fertilizacién. El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de PFHXS sobre la viabilidad y maduracion de los ovocitos
porcinos in vitro, asi como los efectos sobre la comunicacion intercelular mediada por
uniones gap (GJIC, por sus siglas del inglés gap-junctional intercelular comunication) en
complejos ovocito-cumulus (COCs), el potencial de membrana mitocondrial (mAW) de
ovocitos y el dafio al DNA en las células del cumulus, como posibles mecanismos de accion.
El PFHXS indujo citotoxicidad (concentracion letal media, CLso = 329.1 uM) e inhibicién de
la maduracion de los ovocitos (concentracion inhibitoria media, CIMso = 91.68 uM). La GJIC
no se vio afectada en los COCs expuestos. Sin embargo, el mAYW se redujo
significativamente en los ovocitos expuestos a PFHXS en la etapa de rompimiento de la
vesicula germinal (GVBD, por sus siglas en inglés). Ademas, la exposicion a PFHXS indujo
dafio al DNA en las células del cumulus. Por tanto, la inhibicién de la maduracion de
ovocitos por PFHXS podria atribuirse a una disminucion del mAYW de ovocitos durante el

GVBD y al dafio del DNA en las células del cumulus que dan soporte al ovocito.

Palabras clave: Maduracion del ovocito, cerdo, PFHXS, comunicacion intercelular mediada

por uniones gap, potencial de membrana mitocondrial, dafio al DNA.
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ABSTRACT

Perfluorohexane sulfonate (PFHXS) is one of the most abundant perfluorinated compounds
in the environment as well as in human body fluids. Exposure to this compound has been
correlated to a decrease in human fertility, although the molecular and cellular mechanisms
underlying this correlation have not been described. The adverse reproductive effects of
PFHXS could be based on alterations in oocyte maturation, the process rendering oocytes
competent for fertilization. The aim of this study was to evaluate the effect of PFHXS on
porcine oocyte viability and maturation in vitro, as well as on gap-junctional intercellular
communication (GJIC) in cumulus—oocyte complexes (COCs), oocyte mitochondrial
membrane potential (MAY) and DNA damage in cumulus cells, as possible mechanisms of
action. PFHxS caused cytotoxicity (medium lethal concentration, LCso = 329.1 uM) and
inhibition of oocyte maturation (medium inhibitory concentration, MICso = 91.68 pM). GJIC
was not affected in exposed COCs. However, mAY was significantly decreased in PFHxS-
exposed oocytes at the germinal vesicle breakdown (GVBD) stage. In addition, exposure to
PFHxS induced DNA damage in cumulus cells. Thus, inhibition of oocyte maturation by
PFHxS could be attributed to a decreased oocyte mAW at the GVBD and to DNA damage
of the cumulus cells that support the oocyte.

Keywords: Oocyte maturation, pig, PFHxXS, gap-junctional intercellular communication,
mitochondrial membrane potential, DNA damage.
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1. INTRODUCCION

1. 1. Los compuestos perfluorados

Los compuestos perfluorados (PFCs, por sus siglas en inglés) son compuestos derivados de
un hidrocarburo, donde los atomos de hidrégeno han sido reemplazados por atomos de flior
mediante un proceso industrial de fluorinacién electroquimica o telomerizacion. Estan
constituidos por un esqueleto de carbono y una molécula funcional cargada, tipicamente un

grupo carboxilato, sulfonato o fosfonato (Lau et al., 2007).

La fuerza del enlace carbono-flior otorga a los PFCs una gran estabilidad quimica, que resulta
en su resistencia a la inflamabilidad, a la degradacion por acidos o bases fuertes o agentes
oxidantes y a la fotdlisis, haciéndolos practicamente invulnerables a la degradacién ambiental
y metabdlica. Tales caracteristicas favorecen su persistencia en el ambiente y su acumulacion

en los organismos (Lau et al., 2007).

De hecho, dada su elevada persistencia en el ambiente, su distribucion global, su potencial
bioacumulacién y su toxicidad, los PFCs han sido considerados contaminantes organicos
persistentes por la Convencion de Estocolmo. Sin embargo, estos compuestos son
ampliamente usados en la elaboracién de productos industriales y de articulos de consumo
humano, por ejemplo, como constituyentes de cera para pisos, adhesivos, espuma de
extincion de incendios y aislantes de cables eléctricos, como emulsificantes en productos de
limpieza o como componentes en pesticidas, contenedores de alimentos, shampoos, pastas
dentales, utensilios antiadherentes, ropa, entre otros (Kannan et al., 2004; Olsen et al., 2007,
Renner, 2001).

La exposicién a estos derivados quimicos ha sido asociada a una gran variedad de efectos
adversos en la salud. Estudios en animales han encontrado que los PFCs son capaces de
inducir hepatotoxicidad, toxicidad en el desarrollo, alteraciones en los sistemas inmune y
endocrino (Lau et al., 2007), efectos neuroconductuales adversos, toxicidad y muerte neonatal
y tumores en mdltiples 6érganos, asi como alteraciones en la funcion reproductiva (Post et al.,
2012). En estas ultimas se incluyen cambios en las concentraciones de hormonas sexuales
(Maisonet et al., 2015; Y. Zhou et al., 2016), alteraciones en la cantidad y calidad del semen

(Joensen et al., 2009; Toft et al., 2012), incremento en la incidencia de abortos espontaneos




(Jensen et al., 2015), irregularidades menstruales (W. Zhou et al., 2017), disminucion de la
fecundidad (Fei et al., 2009; Vélez et al.,, 2015) y reduccién de las tasas de fertilizacion
(Governini et al., 2011).

En el ambiente, existen alrededor de 20 PFCs, aunque los mas cominmente encontrados son
el sulfonato de perfluorooctano (PFOS), el &cido perfluorooctanoico (PFOA) y el sulfonato de

perfluorohexano (PFHXS).
1. 2. El sulfonato de perfluorohexano
1. 2. 1. Caracteristicas

El sulfonato de perfluorohexano (acido 1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,6 - tridecafluorohexano - 1 -
sulfénico, segun la IUPAC) es un PFC de cadena corta (6 carbonos de longitud). Consta de
una cadena alquilo perfluorada, fijada al azufre del 4cido sulfénico (o sulfonato, en su forma
anionica) (Figura 1). Es una molécula relativamente neutra, de peso molecular 400.12. g/mol,

de densidad igual a 1.841 g/cm?®y con baja solubilidad en agua (6.2 mg/L a 25 °C) (NCBI,

2020).
0o
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Figura 1. Estructura quimica del PFHxS. A la izquierda se muestra la estructura 2D, a la
derecha, la conformacién 3D (tomadas de NCBI, 2020).




Es usado como surfactante, en la fabricacién de fluoropolimeros y como constituyente en los
revestimientos protectores contra agua y manchas en alfombras, papel y textiles, asi como en
soluciones para tratamiento de alfombras y en espumas de extincion de incendios (I. Lee &
Viberg, 2013).

Es ampliamente distribuido en el ambiente (hallandose en agua, suelo y aire), asi como en
muestras biolégicas, en humanos y animales. La vida media de eliminacién tiene una amplia
variabilidad entre especies, siendo mucho mas lenta en humanos, en quienes ha sido estimada
en, al menos, 8.5 afios, aunque algunos autores la han estimado hasta en 15.5 afios,
evidenciando asi su potencial bioacumulacion (Lau et al., 2007; Olsen et al., 2007; Sundstrém
et al., 2011; Worley et al., 2017).

Es detectado en elevadas concentraciones en fluidos corporales de humanos, principalmente
en sangre (Guruge et al., 2005), aunque su presencia también ha sido reportada en orina
(Calafat et al., 2019; Worley et al., 2017), fluido seminal (Guruge et al., 2005), fluido folicular
(Heffernan et al., 2018; Kang et al., 2020; McCoy et al., 2017; Petro et al., 2014), sangre de
cordon umbilical (Arbuckle et al., 2013) y leche materna (Kubwabo et al., 2013; Sundstrom et
al., 2011).

Las concentraciones de PFHxS, que han sido descritas por diversos autores, varian
dependiendo del pais donde se realice el analisis, de si se trata de poblaciones rurales o

urbanas e incluso han presentado variaciones a través del tiempo.

La tabla 1 muestra algunas de las concentraciones encontradas en la poblacion general, en
diversos fluidos corporales. En la tabla 2 se pueden observar las altas concentraciones
halladas en poblacion expuesta laboralmente; como ejemplo se muestra el estudio llevado a

cabo con trabajadores de una planta fluoroquimica en China.




Tabla 1. Concentracion de PFHxS en diversos fluidos corporales de humano

Concentracién Pais de .
Muestra . Referencia
(ng/mL) estudio
<1.4-66.3 EEUU Guruge et al., 2005
<1.4-40.3 EEUU Guruge et al., 2005
<5.0-21.4 EEUU Guruge et al., 2005
<1.3-13.6 EEUU Guruge et al., 2005
Suero <1.0-1.4 Italia Guruge et al., 2005
<1.0-1.8 India Guruge et al., 2005
0.779 Sri Lanka Guruge et al., 2005
0.3 Bélgica Petro et al., 2014
1.04 UK Heffernan et al., 2018
Sangre completa <1.0-3.8 Japon Guruge et al., 2005
Orina 0.07-0.1 EEUU Calafat et al., 2019
Fluido seminal 0.037 Sri Lanka Guruge et al., 2005
0.515 China Kang et al., 2020
Fluido folicular 0.3 Bélgica Petro et al., 2014
0.88 UK Heffernan et al., 2018
Sangre de cordon 0.579 Canada Arbuckle et al., 2013
umbilical
0.004-0.100 China
0.085 Suecia
ND-0.025 Japoén
0.0145 EEUU
<0.002-0.059 Asia
0.160-0.180 Alemania
0.040 Espafa
Leche materna <0.020-0.030 AIerF;ania Kubwabo et al., 2013
<LOD-4.370 Alemania
0.015 Suecia
0.080 Alemania
<LOD-0.015 China
0.0072 Corea del sur
0.0059-0.114 Suecia

LOD: Limites de deteccibn, por sus siglas en inglés

ND: No detectable




Tabla 2. PFHXS en muestras de suero y orina de trabajadores de una planta
fluoroguimica de la provincia de Hubei, China.

Grupo Suero (hg/mL) Orina (ng/mL)
Todos los trabajadores
Todos los Media: 1855 Media: 3.9
_ N=302 N= 274
Trabajadores Rango: LOD-19837 Rango: LOD-77.1
Dividido por &rea de trabajo
Departamento Media: 1469 Media: 2.3
_ N=74 N= 67
electrolitico Rango: 46.6—6759 Rango: LOD-8.3
Departamento Media: 3778 Media: 7.1
. N=101 N=98
de sulfonacion Rango: 96.1-15700 Rango: LOD-77.1
Edificio de Media: 842 Media: 1.9
. o N=27 N= 25
investigacion Rango: 3.0-3360 Rango: LOD-7.6
Departamento de agentes N=8 Media:1956 N=8 Media: 3.5
de acabado de tejidos - Rango: 550-4690 B Rango: 0.79-7.1
o o _ Media: 331 Media: 0.93
Oficina de administracion | N=92 N=76
Rango: LOD-3350 Rango: LOD-8.1

LOD: Limites de deteccion, por sus siglas en inglés. (modificado de Fu et al., 2016).

1. 2. 2. Toxicocinética

Por su naturaleza quimica, el PFHXS no puede ser metabolizado y entra a la circulacion

enterohepética (Olsen et al., 2007).

Se ha demostrado que la distribucién es principalmente extracelular y se encuentra en plasma
a una concentracion de 1 - 500 pg/mL. Se une fuertemente a la albumina (99.7 — 99.9 %) y
muestra afinidad por B-lipoproteinas (64.1 %). También es capaz de unirse a fracciones de a-

y y-globulina y tiene interacciones menores con transferrina (Olsen et al., 2007).

Se bioacumula principalmente en higado y rifién, aunque concentraciones bajas también han

sido encontradas en tejido muscular. No se acumula en tejido graso (Kowalczyk et al., 2013).




La principal via de excrecién es la orina, sin embargo, las mujeres tienen rutas de eliminacion
adicionales tales como la menstruacion y la lactancia (Beesoon et al., 2012; Lorber et al., 2015;
Mondal et al., 2014; Olsen et al., 2007).

1. 2. 3. Vias de exposicion

La poblacién general estd expuesta a este contaminante, principalmente, por la ingestion de
alimentos o aguas contaminadas, aunque la inhalacion del aire del ambiente y, mas adn, de
los sistemas de aireacion de algunos hogares representa una fuente de exposicion importante
(D’Hollander et al., 2010; Fromme et al., 2009; Shoeib et al., 2005).

La ingestién o inhalacion de polvo, el consumo de leche materna y la extincién de incendios,
también representan fuentes potenciales de exposicion a PFHxS (Beesoon et al., 2012; Jin et
al., 2011; Mondal et al., 2014).

1. 2. 4. Efectos en la salud

Se ha sugerido una asociacion significativa entre la exposicién a PFHXS y efectos deletéreos
en la salud, entre los que se incluyen alteraciones en los sistemas endocrino, nervioso y
reproductivo (Ali et al., 2019).

Estudios en animales han sefialado que la exposiciéon a PFHXS se relaciona con cambios en
el metabolismo de lipoproteinas, neurotoxicidad y alteraciones en el desarrollo (Bijland et al.,
2011; Cassone, Taylor, et al., 2012; Cassone, Vongphachan, et al., 2012; I. Lee & Viberg,
2013).

Un estudio demostré que, ratones E3L.CETP, expuestos via ingesta (=6 mg/kg/dia, en la dieta)
a este compuesto, tienen niveles plasmaticos significativamente bajos de triglicéridos,
colesterol total (CT) y colesterol asociado a lipoproteinas de alta- y muy baja densidad (HDL-
C y VLDL-C, respectivamente), ademas, la exposicion a PFHXS indujo hepatomegalia
acompafiada de un alto contenido de triglicéridos hepaticos. Tales efectos podrian ser
atribuidos a la activacion de PPARa y PXR/CAR (Bijland et al., 2011).

En un modelo de ratén, la exposicién neonatal a PFHxS (6.1 y 9.2 mg/kg de peso corporal,
como una sola dosis oral, a las madres gestantes), resultdé neurotoxica durante el pico de

desarrollo cerebral y afect6 niveles de proteinas que son esenciales para un neurodesarrollo




normal, lo cual puede repercutir en el comportamiento en el adulto y afectar su funcion
cognitiva (l. Lee & Viberg, 2013).

En pollos, la exposicion in ovo a PFHXS (38000 ng/g de huevo) se relaciona con un incremento
en la mortalidad embrionaria, alteraciones en el desarrollo del embrion, disminucion en los
niveles plasméaticos de hormonas tiroideas y cambios en la expresién de genes involucrados
en la homeostasis de estas hormonas que, a su vez, se asocian con defectos en el
neurodesarrollo embrionario (Cassone, Taylor, et al., 2012; Cassone, Vongphachan, et al.,
2012).

En humanos, se han reportado asociaciones similares. Por ejemplo, un estudio demostré que
la probabilidad de sufrir trastorno por déficit de atencién e hiperactividad (TDAH), incrementa
en niflos cuyas concentraciones séricas de PFHxS son elevadas. El estudio revelé que un
incremento de 2.9 ng/mL en la concentracidn sérica de este compuesto, incrementa 1.19 veces

la posibilidad de sufrir TDAH en nifios de entre 12 y 15 afios (Hoffman et al., 2010).

En cuanto al metabolismo de lipidos, se ha descrito una asociacion significativa entre los
niveles de CT, HDL-C, LDL-C (colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad) y el indice
TC/HDL-C, con concentraciones plasmaticas elevadas de PFHxS. La concentracion media
encontrada en plasma fue de 2.46 ng/mL y el andlisis de cuartiles mostré una tendencia
creciente para CT, LDL y no-HDL (Fisher et al., 2013).

La exposicion a este compuesto, también ha sido relacionada con la alteracion de la funcién
tiroidea, encontrdndose una asociacién negativa con la concentracion de T4 (tiroxina) en
hombres; contrariamente, las concentraciones de T3 (triyodotironina) y T4, en mujeres,
incrementan en tanto la concentracion de PFHxS es més elevada. Un incremento de 1 unidad
en el log natural de la concentracion de PFHXS (cuya media en suero es igual a 2 ng/mL,
segun el estudio), se asocio con un aumento de T4 total en 0.26 g/mL y T3 total en 4.074 ng/dL
en las mujeres y una disminucién de la T4 libre en 0.016 ng/dL en hombres. Asimismo, en
mujeres embarazadas, la concentracion de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) se
asocia positivamente con la concentracion sérica de PFHxS, lo que podria repercutir en el

crecimiento y desarrollo fetal (Wen et al., 2013; Yan et al., 2014).

Ademas, un estudio longitudinal demostr6 que la exposicion prenatal a PFHXS est4

relacionada con un menor peso al nacer, en comparacion con nifias que no fueron expuestas.




El PFHXS fue detectado en el 100% de las muestras (mediana, 1.6 ng/ mL). En promedio, las
nifias nacidas de madres con concentraciones de este compuesto ubicadas en el tercil superior
pesaron 108 g menos al hacer que las nifias nacidas de madres con concentraciones en el

tercil inferior (Maisonet et al., 2012).
1. 2. 5. Efectos en la salud reproductiva

Diversos estudios han identificado asociaciones entre la exposicion a PFHXS y consecuencias

reproductivas negativas, tanto en hombres como en mujeres.

El incremento en los niveles séricos de PFHXS esta relacionado con una disminucién de la
calidad espermética, incrementando considerablemente la proporcion de células
morfol6égicamente anormales. La proporcion de espermas normales disminuye 35% en el tertil
mas alto, comparado con el primero. Las concentraciones medias de PFHXS en suero fueron
2.2, 1.2 y 0.3 ng/mL, para la poblacién groenlandesa, polaca y ucraniana, respectivamente
(Toft et al., 2012).

Respecto a su efecto sobre la funcién de receptores de hormonas sexuales, se ha demostrado
que el PFHXS es capaz de inducir la transactivacion del receptor de estrégenos (RE), en
células MVLN (derivadas de carcinoma mamario) y antagonizar la actividad del receptor de
androgenos, en forma dependiente de la concentracion, en células CHO-K1 (derivadas de
carcinoma ovarico). Cabe sefialar que, como lo describen los autores, la disrupcion de vias de
sefializaciéon del RE podria derivar en infertilidad o canceres dependientes de hormonas, ya
gue actua como un factor de transcripcion inducible por ligando que regula genes involucrados

en la proliferacion y diferenciacion celular (Kjeldsen & Bonefeld-Jargensen, 2013).

Con relacién al desarrollo de algunas patologias reproductivas, se ha demostrado que altos
niveles de PFHxS se asocian con un incremento en el riesgo de insuficiencia ovarica
prematura. Asimismo, niveles elevados de este compuesto se han asociado con ciclos
menstruales irregulares, cambios en la duracion de los ciclos e hipomenorrea. Ademas. la
exposicion prenatal a PFHxS ha sido asociada con un incremento en la concentracion sérica
de testosterona en adolescentes, lo que potencialmente podria desencadenar en sindrome de
ovario poliquistico, que a su vez es asociado con disrupcion de la funcion reproductiva
(Maisonet et al., 2015; S. Zhang et al., 2018; W. Zhou et al., 2017).




Finalmente, en cuanto a fertilidad se refiere, un estudio demostré que la exposicion a PFHXS,
puede reducir la fecundabilidad e incrementar la probabilidad de infertilidad femenina (Vélez
et al., 2015).

1. 3. Lamaduracion del ovocito

La fertilidad femenina depende, en gran medida, de la maduracién gamética. La maduracion
del ovocito es un proceso, mediante el cual, éste completa la primera divisibn meidtica y
experimenta algunos cambios citoplasméticos, adquiriendo asi la capacidad de ser fertilizado
(Mehlmann, 2005)

Este proceso comprende dos aspectos: la maduracion citoplasmatica y la maduracién nuclear,
las cuales ocurren paralelamente. La maduracién citoplasmética incluye cambios en el perfil
de expresion de proteinas del ciclo celular, reubicacion de los organelos citoplasmaticos,
modificaciones transcripcionales del mRNA, alteracion de la permeabilidad de la membrana y
diferenciacion de la maquinaria de sefializacion del calcio. La maduracion nuclear. involucra el
rompimiento de la vesicula germinal (GVBD, por sus siglas en inglés), la condensacion y
segregacion cromosémica (metafase |: Ml) y la extrusion del cuerpo polar (metafase I1I: Mll)
(Leoni et al., 2015).

1. 3. 1. El cAMP en la maduracién del ovocito

La adquisicion de la capacidad del ovocito para salir del arresto meiético y progresar hacia la
metafase Il es conocida como competencia meidtica y es adquirida antes del pico de hormona
luteinizante (LH) a mitad del ciclo ovulatorio; durante esta etapa, el ovocito sintetiza proteinas
que promueven la maduracion, entre ellas, cinasas dependientes de ciclinas (CDKSs) y ciclinas.
Sin embargo, es hasta que se alcanza el pico de LH, que el ovocito sale del arresto meiético,
un proceso dependiente de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), cuyos niveles regulan
la actividad del complejo proteico CDK1/Ciclina B, también conocido como factor promotor de
la maduracion (FPM) y por ende, el arresto o reanudacion de la meiosis (Conti et al., 2002;
Mehimann, 2005).

El cAMP puede ser producido por el ovocito en si o por las células de la granulosa que lo
rodean. El cAMP producido por las células de la granulosa, difunde hacia el ovocito a través

de uniones comunicantes o en hendidura (gap), mientras que, en el ovocito, la produccion de




cAMP es mediada por receptores acoplados a proteinas G en la membrana plasmatica, que
estimulan a Gs y subsecuentemente a la adenililciclasa (AC). Por otro lado, las altas
concentraciones de cAMP, son mantenidos por accion de la fosfodiesterasa especifica de
cAMP (PDE3), que es inhibida por cGMP, derivado de las células granulosas del cumulus, que

entran al ovocito via uniones gap (Figura 2A) (Mehimann, 2005; Richard & Baltz, 2014).

Altos niveles de cAMP inducen, via proteina cinasa A (PKA), la fosforilacion de CDK1,
manteniendo al FPM inactivo (Figura 2A) y, por el contrario, la disminucién de cAMP conduce
a la desfosforilacion de CDK1, activando al FPM, permitiendo asi la reanudacion de la meiosis
(Figura 2B) (Mehlmann, 2005).

: 4
WEE1/MYT1 CDC25b

—

' MMPF”

.

Reanudacion meidtica

WEE1/NYT1 CDC25b~P)

P P

=
' “pre-MPF”

l

Arresto meidtico

Figura 2. Sefializacién celular que conduce al arresto o a la reanudacion de la meiosis.
A) Mantenimiento del arresto meiético. El receptor GPRS3, activado constitutivamente o por
algun ligando desconocido de las células foliculares, activa a Gs, la cual estimula a AC
causando la elevacion de cAMP. EI cAMP activa a PKA, que, por una parte, induce la
fosforilacion de la fosfatasa CDC25b (CDC25b-P), inactivandola, y por otra, estimula la
actividad de la quinasa WEE1/MYT1 que fosforila a CDK1 para mantenerla inactiva, lo cual
finalmente resulta en la regulacion del complejo CDK1/ciclina B y mantiene el arresto meiotico.
PDE3A evita la degradacion de cAMP manteniendo altos niveles de éste en el ovocito.
B) Reanudacion de la meiosis. La inhibicion de la produccion de cAMP, induce la
desfosforilacion de CDK1, via CDC25b, activando asi al FPM e induciendo la reanudacion
meiética (modificada de Mehlmann, 2005).
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1. 3. 2. Las células del cumulus en la maduracién del ovocito

Durante el proceso de maduracion, las células del cumulus (CCs) juegan un papel de suma
importancia: mantienen el arresto meiético, participan en la induccion de la reanudacién

meidtica y soportan la maduracion citoplasmatica (Tanghe et al., 2002).

El arresto mei6tico es mantenido, en parte, por la transferencia directa de moléculas desde el
cumulus hacia el ovocito, algunas de las cuales pueden tener un efecto inhibitorio de la
meiosis. Se ha sugerido, por ejemplo, que el cAMP en las CCs promueve la activacion de
factores que inhiben la maduracién, mismos que se mantienen activos por procesos
dependientes de cAMP, en el ovocito. Asimismo, como se menciond en el apartado anterior,
el nivel de cAMP controla el arresto o reanudacion de la meiosis, y el papel que juegan las
CCs en este proceso es tan relevante, que las sustancias que incrementan los niveles de
cAMP solo mantienen el arresto meiético en ovocitos rodeados por CCs y no en ovocitos
denudados (Tanghe et al., 2002).

Por otra parte, las CCs responden a la sefial de LH incrementado los niveles intracelulares de
Ca?', el cual es difundido hacia el ovocito via uniones gap. El incremento de este ion induce la
disrupcién de uniones gap, un mecanismo que antecede a la expansion del cumulus, un buen
indicativo de maduracién. Ademas, el Ca?* podria inhibir la actividad de la AC, reduciendo la
produccién de cAMP y finalmente induciendo la reanudacion meiética, tal como lo muestra la
Figura 2B (Mehlmann, 2005; Tanghe et al., 2002).

Ademas, las CCs juegan un papel protector y metabdlico durante la maduracion
citoplasmaética: protegen al ovocito de estrés oxidante al regular los niveles de GSH (glutation)
intracelular, metabolizan glucosa a piruvato, el cual soporta la maduraciéon y mantienen una

baja tension de oxigeno, lo cual resulta benéfico para la maduracion (Tanghe et al., 2002).

Remarcando la importancia de las CCs, es necesario mencionar que diversos autores han
sugerido que estas células podrian ser utilizadas como biomarcadores de calidad del ovocito
y, por ende, potenciales predictores de fertilidad femenina. A este respecto se ha propuesto
que, entre otros parametros, el estado del DNA en las CCs podria ser un indicador de la

competencia del ovocito y el subsecuente desarrollo embrionario (Barcena et al., 2015).

11



1. 3. 3. Las uniones gap en la maduracién del ovocito

Como se ha mencionado, la comunicacion entre las CCs y el ovocito es sumamente importante
y mediada, principalmente, por uniones gap, a través de las cuales, son transferidas una gran
cantidad de moléculas, incluyendo nucleétidos, aminoacidos y algunos metabolitos, asi como
iones. De este modo, la comunicacién intercelular mediada por uniones gap (GJIC, por sus
siglas en inglés) es imprescindible para el crecimiento y el control de la maduracién del ovocito
(Sasseville et al., 2009; Thomas et al., 2004).

Diversos estudios sefialan que, para mantener el arresto meiético, es necesario que las
uniones gap sean funcionales, asegurando asi la transferencia de cCAMP hacia el ovocito. Tras
el pico de LH, se produce una disrupcion de uniones, lo que disminuye el aporte de cAMP,

induciendo el reinicio de la meiosis (Richard & Baltz, 2014; Sela-Abramovich et al., 2006).

Aunque existen varias teorias acerca del origen del cAMP, estudios in vivo e in vitro han
confirmado que la regulacion a la baja del suministro de este segundo mensajero, proveniente
de las CCs, mediante uniones gap, es un factor causal para la reanudacion meidtica. Tal
hallazgo fue demostrado tras la exposicién a carbenoxolona, un bloqueador de uniones gap,
que indujo la salida del arresto mei6tico, acompafiada por una disminucion intra-ovocito de
cAMP, que pudo ser revertida por inhibicion de fosfodiesterasas (Sela-Abramovich et al.,
2006).

Ademas, se ha demostrado que la disrupcion de uniones gap coincide con el GVBD, una

caracteristica morfoldgica de la reanudacion meiotica (Sasseville et al., 2009).

Por otro lado, Zhou et al. (2016), sugirieron que las uniones gap son necesarias para la
maduracion efectiva del ovocito. El estudio demostré que los COCs con uniones gap intactas
tienen altas tasas de maduracién nuclear, sin embargo, comparado con estos, el porcentaje
de ovocitos que alcanzan la Mll, es menor en ovocitos denudados co-cultivados con CCs (sin

uniones gap) y en ovocitos denudados cultivados en ausencia de CCs.

Asimismo, Dominguez et al. (2016, 2019), sugirieron que la disrupcion de la GJIC durante las
primeras horas de maduracion podria estar asociada con una disminuciéon del nimero de

ovocitos que logran salir del arresto meidtico.
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1. 3. 4. Lafunciéon mitocondrial en la maduracién del ovocito

Durante el proceso de maduracioén, la mitocondria juega un papel importante, proveyendo el
ATP necesario para cubrir la demanda energética y para la sintesis y fosforilacion de proteinas,
regulando el estado redox citoplasmatico, contribuyendo a la liberaciéon de Ca?* hacia el
citoplasma y sirviendo como reservorio de este mismo ion y de factores proapoptoticos (Leoni
et al., 2015; Russo et al., 2014; Wang et al., 2009).

Las caracteristicas y la funcion de la mitocondria se relacionan directamente con la calidad y
la competencia del ovocito, de tal forma que, disfunciones mitocondriales, tales como
anormalidades espaciales, estructurales y genéticas pueden tener un impacto significativo en
el proceso de maduracion y en el posterior desarrollo del embrién (Russo et al., 2014; Wang
et al., 2009).

Una de las principales funciones de la mitocondria en la maduracion, es cubrir la demanda
energética del ovocito. Durante este proceso. incrementan los requerimientos de ATP y Ca?",
lo cual se logra mediante una redistribucion de mitocondrias activas. El rompimiento de la
envoltura nuclear, algunos procesos de maduracién meiética, tales como la formacion del
huso, el mantenimiento de los estadios metafésicos y la extrusion del primer cuerpo polar,
necesitan un aporte apropiado de ATP, que va acompafiado con cambios en la distribucién de
las mitocondrias, sugiriendo que la actividad mitocondrial se adapta a la demanda metabdlica.
En concordancia con tal demanda de ATP, se ha demostrado que la actividad mitocondrial de
los ovocitos en Ml 'y MIl incrementa, en comparaciéon con el estadio de vesicula germinal. (Al-
Zubaidi et al., 2019; S.-K. Lee et al., 2014; Russo et al., 2014; Wang et al., 2009).

La sintesis de ATP depende de la estabilidad del potencial de membrana mitocondrial (mAy).
La disminucion del mAy conduce a la pérdida del gradiente de protones a través de la
membrana interna mitocondrial, lo cual bloquea la sintesis de ATP (S.-K. Lee et al., 2014;
Wang et al., 2009; D. Zhang et al., 2017).

Estudios demuestran que, durante la maduracion, hay un incremento en el Aym y en ausencia
de este incremento, el potencial de desarrollo del ovocito se ve afectado negativamente. Dicho
incremento, comienza con el GVBD, indicando que los cambios dependientes de la
maduracion en el mAy son una caracteristica importante de una maduracion exitosa del
ovocito (Al-Zubaidi et al., 2019; S.-K. Lee et al., 2014).
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2. ANTECEDENTES

Como se ha mencionado, uno de los PFCs mas abundantes, tanto en el ambiente como en el
organismo humano, es el PFHXS. Este compuesto sigue siendo ampliamente utilizado, a pesar

de su asociacion con diversas patologias, incluyendo trastornos de la funcién reproductiva.

Algunos estudios han propuesto una asociacion entre la exposicion a PFHxS y efectos
adversos en la capacidad fértil. Los resultados demuestran que este compuesto afecta un
importante indicador de fertilidad masculina, la calidad del semen (Huang et al., 2019; Toft et
al., 2012). En lo que respecta a la fertiidad femenina, un estudio revelé que, por cada
incremento de una desviacién estandar en la concentracién sérica de este compuesto, la
fecundabilidad se reduce un 9% y la posibilidad de infertilidad aumenta un 27% (Vélez et al.,
2015). Ademas, se ha demostrado una asociacion entre concentraciones elevadas de PFHxS
en fluido folicular y algunos factores etiolégicos de infertilidad (Kim et al., 2020).

Aunqgue las causas exactas que subyacen estos efectos no han sido descritas, se ha sugerido
gue este compuesto podria interferir en la funcién reproductiva, induciendo alteraciones en la
calidad de los gametos, que impidan que estos adquieran su capacidad de fecundar (en el
caso del espermatozoide) o de ser fertilizados (en cuanto al ovocito se refiere) (Governini et
al., 2011; Oseguera-L6pez et al., 2020).

Oseguera-Lopez et al., (2020) indicaron que, en espermatozoides de jabali expuestos, el
PFHXS es capaz de interferir en algunos procesos hecesarios para la capacitacion
espermatica (proceso mediante el cual se adquiere la capacidad de fecundar) a través de
varias vias: A) Alterando la homeostasis de calcio, B) Modificando la fosforilacion de tirosina
en el acrosoma y en la zona ecuatorial de la cabeza del espermatozoide, inhibiendo el cambio
de EHZ (zona ecuatorial de la cabeza) y AZ (zona del acrosoma) al patrén AE (zona ecuatorial
mas acrosoma), C) Incrementando los niveles de ERO y D) Aumentando la fragmentacion de
DNA.
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Por otra parte, aunque no hay informacién disponible sobre los efectos del PFHXS en el gameto
femenino, que pudieran alterar su capacidad de ser fertilizado, se ha demostrado que otros
PFCs son capaces de inhibir la maduracion de ovocitos. A este respecto, Dominguez et. al,
(2016, 2019) encontraron que, en ovocitos porcinos, dicho proceso es inhibido tras la
exposicién a PFOS y PFDA (Acido perfluorodecanoico). Asimismo, estos estudios sugirieron
gue la disrupcién de la comunicacién intercelular, mediada por uniones gap, entre el ovocito y
las células del cumulus, durante las primeras horas de la maduracion, asi como cambios en
los patrones de distribucién de calcio intracelular, podrian representar posibles mecanismos
de accion. Por su parte, Guo et al., (2021), demostraron que la inhibicion de la maduracion de
ovocitos de ratdn inducida por exposicion a PFDA, es atribuida a deficiencias en la
organizacion y en la funcién mitocondrial, asi como a dafio al DNA y a anomalias en la

morfogénesis del huso meidtico.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e ¢Sera capaz el sulfonato de perfluorohexano de afectar negativamente la viabilidad y
maduracion in vitro de ovocitos porcinos?
e ¢ Cuales son los mecanismos mediante los cuales el sulfonato de perfluorohexano altera

la maduracién in vitro de ovocitos porcinos?
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4. HIPOTESIS

e El sulfonato de perfluorohexano sera capaz de disminuir la viabilidad y la maduracion in
vitro de ovocitos porcinos.

e La exposicidon a sulfonato de perfluorohexano inducira alteraciones en la comunicacion
intercelular ovocito-cumulus mediada por uniones gap, en la funcién mitocondrial del
ovocito y/o en la integridad del DNA de las células del cumulus, alterando asi la maduracion

in vitro de ovocitos porcinos.
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5. OBJETIVOS

5. 1. Objetivo general

Analizar el efecto del sulfonato de perfluorohexano sobre la viabilidad y maduraciéon de los

ovocitos porcinos in vitro, asi como evaluar posibles mecanismos de accion.

5. 2. Objetivos particulares

Evaluar la viabilidad de ovocitos porcinos después de ser expuestos a sulfonato de

perfluorohexano.

e identificar cambios en la maduracion de ovocitos porcinos tras la exposicion al sulfonato
de perfluorohexano.

o Determinar el efecto del sulfonato de perfluorohexano sobre la comunicacion intercelular
mediada por uniones gap entre el ovocito y las células del cumulus, durante la maduracién
in vitro.

e Establecer la accion del sulfonato de perfluorohexano sobre el potencial de membrana
mitocondrial de ovocitos porcinos, durante la maduracién in vitro.

e Estimar el dafio al DNA inducido por el sulfonato de perfluorohexano en células del

cumulus, durante la maduracion in vitro de ovocitos porcinos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6. 1. Reactivos

A menos que se especifique, todos los reactivos fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St.

Louis, MO, USA).

6. 2. Obtencion de complejos ovocito — células del cumulus

Los ovarios fueron obtenidos de cerdas pre-puberes provenientes del rastro “Los Arcos” y se

transportaron al laboratorio en solucién salina (NaCl 0.9%) a 38°C.

Los complejos ovocito — cumulus (COCs) se obtuvieron mediante aspiracion folicular. Se
puncionaron foliculos ovaricos de entre 3 y 6 mm de didmetro y el fluido folicular fue aspirado
por vacio con jeringa de 10 mL y aguja 18G. Se permitié que el fluido sedimentara y el paquete
celular resultante fue lavado con TL-HEPES-PVA. Los COCs fueron colectados bajo el
microscopio estereoscopico, con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio adelgazada
manualmente por exposicion a la flama del mechero. Los criterios de seleccién de los COCs a

madurar se describen en la Figura 3.

Al A2 a1 B2 C b

Figura 3. COCs en fresco sin tefir x40. Bajo el microscopio estereoscépico los COCs
pueden clasificarse segun la apariencia del cumulus y del ovoplasma en 6 categorias. Los
COCs pertenecientes a las categorias Al, A2 y B1 fueron utilizados para la maduracion in
vitro. Al: ovocitos rodeados por un cumulus integro, denso y oscuro. A2: ovocitos rodeados
por un cumulus integro, denso y claro. B1: ovocitos rodeados de forma continua por 1 0 2
capas de células del cumulus. B2: ovocitos con 1 o 2 capas de células del cumulus dispuestos
de forma discontinua. C: ovocitos totalmente desnudos. D: ovocitos rodeados por un cumulus
de células picnéticas (tomada de Lorenzo et al., 2015).
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6. 3. Maduracion in vitro de ovocitos

La maduracion in vitro (MIV) fue llevada a cabo como fue reportada previamente (Abeydeera
et al., 1998), con modificaciones menores. Los COCs seleccionados fueron lavados 3 veces
en medio de maduracion libre de proteinas (TCM-199 con sales de Earle y bicarbonato de
sodio [26.2 mM)], suplementado con polivinil alcohol (PVA, 0.1%), D-glucosa [3.05 mM],
piruvato de sodio [0.91 mM], cisteina [0.57 mM] y EGF [10 ng/mL], LH [0.5 pug/mL] y FSH [0.5
pg/mL]) y transferidos a cajas de cultivo de 4 pozos. Se sembraron aproximadamente 30 COCs
por pozo en 500 pl de TCM-199 con o sin tratamiento, segun fue requerido, y se incubaron a
38.5° C, con humedad a saturacion y 5% de CO,, durante 44 h que es el tiempo apropiado
para la MIV de ovocitos porcinos. Tras este tiempo de maduracion, ademas de la extrusion del
primer cuerpo polar, se pueden observar numerosos cambios morfoldgicos, incluyendo la
expansion completa de las células de cumulus, desconexién de las proyecciones transzonales

y cambios en la ultraestructura de la membrana del ovocito (Suzuki et al., 2000).
6. 4. Tratamiento con PFHxXS

Se prepar6 una solucién stock [2 mM] de PFHXS (como sal potésica, pureza 98%) en DMSO
al 10%. Al comienzo del periodo de maduracioén, se agregaron alicuotas de la solucién stock
al medio de maduracion, con el fin de obtener las concentraciones deseadas en cada pozo

que contenia los COCs, seguln el ensayo a realizar.

Para evaluar el efecto del PFHXS sobre la viabilidad las concentraciones utilizadas fueron 0,
50, 100, 150, 200, 300, 400 y 500 uM, segun el rango de citotoxicidad reportado en otros tipos
celulares (Y. J. Lee et al., 2014a; Liu et al., 2020).

Para los ensayos de maduracion se usé PFHxS a una concentracion final de 50, 100 y 150
MM, que corresponden a concentraciones subletales para el ovocito (segun resultados de este

estudio).

Para analizar los efectos de PFHxS en la comunicacion intercelular y en el potencial de
membrana mitocondrial, seleccionamos las concentraciones 50 y 100 uM, ya que ademas de
ser no citotoxicas para los ovocitos, tuvieron un efecto significativo en la maduracion (segun

resultados de este estudio).
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6. 5. Evaluacion de la viabilidad

La viabilidad fue evaluada tal como fue previamente reportado por Dominguez et al. (2019).
Se realizaron 5 experimentos independientes con, al menos, 30 COCs por grupo.

Tras 44 h de MIV, los COCs fueron denudados mecéanicamente, lavados en buffer salino de
fosfatos (PBS) e incubados en Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT
[0.5 mg/mL]), por 30 minutos. Las células viables, con metabolismo activo, convierten el MTT
en formazano (Figura 4), un producto cristalino insoluble con un color parpura intenso. Las
células muertas, por otro lado, pierden esta capacidad y, por lo tanto, no muestran coloracion
purpura, bajo el microscopio estereoscopico.

El porcentaje de viabilidad fue definido como:
% Viabilidad = [N° de ovocitos vivos / N° total de ovocitos evaluados] 100.

La concentracion letal 50 (CLso) fue calculada con el software estadistico GraphPad Prism 8.

N
74 N
S /;
Reductasa mitocondrial N=N
N~ /> < >
@ HN-N
NADH
Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5- E,Z-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
difeniltetrazolio 1,3-difenilformazano
(MTT) (Formazano)

Figura 4. Conversion de MTT a cristales de formazano por enzimas reductasas
mitocondriales. (tomada de Farooq et al., 2020).
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6. 6. Evaluacion de la maduracion

La maduracion fue evaluada como fue previamente reportado por Dominguez et al. (2019). Se
realizaron 5 experimentos independientes con, al menos, 30 COCs por grupo. Los ovocitos
denudados fueron tefidos con bisbencimida (Hoechst 33342 [45 ug/mL]) durante 40 min, luego
se lavaron con PBS, se fijaron 2 h con paraformaldehido al 2% y se montaron en PBS-glicerol
(1: 9). La maduracién se analizé con un microscopio de epifluorescencia. Los ovocitos en la
etapa de vesicula germinal (VG) se consideraron inmaduros, aquellos en Ml se consideraron

en proceso de maduracion y los que alcanzaron la Mll se clasificaron como maduros.

El estadio de VG, se caracteriza morfolégicamente por una VG intacta, la membrana nuclear
y el nucleolo claramente visibles, y la cromatina formando un anillo alrededor del nucleolo. El
estadio Ml se define por la formacién del primer huso meiético, el nicleo no es visible y los
cromosomas se alinean en la placa metafasica, en preparacion para completar la primera
division. El estadio MIl se caracteriza por la alineaciéon de los cromosomas homdélogos en la
placa ecuatorial del huso durante la metafase de la segunda division meibtica; el primer cuerpo

polar es visible en el espacio perivitelino (Figura 5).

A

Figura 5. Microfotografias de los distintos estadios de desarrollo meiético, evaluados
por epifluorescencia con tincidon con Hoechst 33342. A) VG: Vesicula germinal claramente
visible; B) MI: Los cromosomas estan condensados y presentes en la linea ecuatorial, C) Mll:
Cromosomas en el eje ecuatorial del ovocito metafasico, con el primer cuerpo polar extruido
(tomada de Dominguez et al., 2019).

El porcentaje de maduracion fue determinado mediante la siguiente férmula:

% Maduracion = [N° de ovocitos en MIl / N° total de ovocitos evaluados] 100.
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La concentracién de inhibicion de la maduracién 50 (ClMso) fue calculada con el software

estadistico GraphPad Prism 8.
6. 7. Ensayo de comunicacion intercelular ovocito — células del cumulus

El ensayo se realiz6 mediante la técnica de captura de calceina disefiado por Thomas et al.
(2009) y adaptado a ovocitos porcinos por Sasseville et al. (2009). La calceina-AM es un
compuesto no fluorescente, eléctricamente neutro y altamente lipofilico, por lo que atraviesa
facilmente las membranas. En el interior de la célula, los grupos acetoximetil éster son
degradados por esterasas enddgenas inespecificas, produciendo calceina, un compuesto
fluorescente y cargado negativamente que es incapaz de atravesar la membrana plasmaética,

pero puede difundir en células interconectadas via uniones gap (Figura 6).

Calceina AM - £ CELULA
(hidrofébica) _eoo
Calceina " 7
(Retenidaen la
célula)

Esterasas

Figura 6. Conversion de calceina-AM a calceina fluorescente. Una vez que la calceina-AM
se absorbe en la célula, las esterasas la convierten en calceina. Esta es capaz de formar
complejos con calcio, dando como resultado una fluorescencia verde.

Siguiendo el protocolo descrito por Sasseville et al. (2009), los COCs fueron cultivados
habitualmente, con o sin tratamiento, segun fue requerido y, tras 18 h de MIV, fueron incubados
durante 15 min en una solucién de calceina AM (a una concentracion final de 1uM) para
permitir la captura del colorante por las CCs. Posteriormente los COCs fueron transferidos a

una solucion libre de calceina y se mantuvieron un periodo de 25 min para permitir la
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transferencia del colorante de las CCs hacia el ovocito. El colorante no incorporado fue
removido mediante lavados con PVA. Los COCs fueron analizados bajo un microscopio
confocal de fluorescencia, después de la generacién de secciones Opticas. Los perfiles de
intensidad de fluorescencia de calceina en ovocitos se obtuvieron con el software Zen blue lite
2.3. La intensidad de la fluorescencia en el grupo Control se fij6 arbitrariamente en 1. Se

realizaron tres experimentos separados, cada uno con 10 COCs por grupo.
6. 8. Andlisis del potencial de membrana mitocondrial (mAy)

Los ovocitos se tifieron con la sonda especifica de potencial de membrana mitocondrial JC-1
(yoduro de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3"-tetraetil-imidacarbocianina), como fue reportado
previamente (S.-K. Lee et al., 2014), con modificaciones menores. Los ovocitos se tifieron con
JC-1 a una concentracion final de 5 uM en una incubadora humidificada que contenia CO; al

5% a 38.5°C, durante 30 min. La reaccion fue llevada a cabo en la oscuridad.

Se obtuvieron imagenes de las muestras en un microscopio confocal con canales de
isotiocianato de fluoresceina (FITC, verde) e isotiocianato de rodamina (RITC, rojo). Se
adquirieron dos imagenes fluorescentes (una verde y una roja). Las imagenes se analizaron
mediante software confocal, que permite el analisis cuantitativo de la intensidad de la sefal
verde, correspondiente a las mitocondrias menos activadas (mondémeros J) y la fluorescencia
roja correspondiente a las mitocondrias activadas (agregados J) (Figura 7). Las imagenes se
procesaron con el software Zen blue lite 2.3. Se calcul6 la proporcion de RITC a FITC para
cada ovocito y el cociente se us6 como punto final para el mAW. Se realizaron tres

experimentos separados, cada uno con 10 ovocitos por grupo.
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Figura 7. llustracién esquematica que muestra la entrada de JC-1 en las mitocondrias y
la generacion de agregados J. JC-1, (verde) exhibe una acumulacién dependiente de
potencial en mitocondrias, donde comienza a formar agregados J (rojo); tras la
despolarizacion, permanece como mondémero que muestra fluorescencia verde (tomada de
(Sivandzade et al., 2019).

6. 9. Evaluacién del dafio al DNA en células del cumulus

El dafio al DNA en CCs fue evaluado mediante ensayo cometa alcalino. El ensayo fue
realizado siguiendo el protocolo descrito por Einaudi et al (2013). Los portaobjetos de vidrio se
recubrieron con una capa de agarosa de alto punto de fusion, luego, las CCs se colocaron en
una gota de agarosa de bajo punto de fusion, se depositaron en la primera capa, se cubrieron
inmediatamente con un cubreobjetos y se dejaron solidificar. Los portaobjetos se mantuvieron
a 4°C en una solucién de detergente recién preparada que contenia NaCl 2,5 M, Na.EDTA
100 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 10), Triton X-100 al 1% y DMSO al 10%, durante 90 minutos
para la lisis celular. Los portaobjetos se transfirieron a una unidad de electroforesis horizontal
para desenrollar el ADN, que se indujo con una solucion alcalina (Na2EDTA 1 mM, NaOH 300
mM) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego, se realizé la electroforesis durante
20 minutos (25 V, 300 mA) en la misma solucion tampon. Después de la electroforesis, los
portaobjetos se neutralizaron tres veces con Tris-HCI 0,4 M (pH 7,5), se enjuagaron con agua
ultrapura, se sumergieron en metanol al 100% y se secaron durante la noche a temperatura
ambiente. La tincién se realizé con una solucion de yoduro de propidio (0,1 mg/mL), y los

portaobjetos se examinaron con un aumento de 400x bajo un microscopio de fluorescencia.
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Para cada condicion, al menos 100 imagenes de CCs, seleccionadas al azar y al menos 50
imagenes de CCs fueron recolectadas y analizadas con el software OpenComet. El dafio al
DNA fue expresado como el “Olive tail moment”, el cual representa el producto del porcentaje
de DNA total en la cola del cometa y la distancia entre los centros de masa de las regiones de

la cabeza y la cola (longitud del tail moment) (Figura 8).

Cabeza
—

Longitud del tail moment

Figura 8. DNA dafiado en un ensayo cometa. Se puede visualizar la cabeza y la cola del
cometa, asi como la longitud del “tail moment”.

6. 10. Andlisis estadistico

El efecto del PFHXS sobre la viabilidad fue analizado mediante una regresién no lineal
(exponencial) con el paquete estadistico GraphPad Prism. Los datos fueron transformados
logaritmicamente, se realizé una regresién exponencial bifasica: con una fase de meseta
seguida de una de decaimiento, y se calculd la CLso. La diferencia entre los tratamientos y el
control fueron evaluadas mediante un ANOVA de una via seguido de la prueba de

comparaciones multiples de Dunnett.

El efecto del PFHXS sobre la maduracién fue analizado mediante una regresion no lineal
(exponencial) con el paquete estadistico GraphPad Prism. Los datos fueron transformados
logaritmicamente, se realiz6 una regresion exponencial y se calcul6 la CIMso. La diferencia
entre los tratamientos y el control fueron evaluadas mediante un ANOVA de una via seguido
de la prueba de comparaciones multiples de Dunnett. El nivel de confianza en todos los casos

fue igual o mayor al 95% (p<0.05).
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7. RESULTADOS

7. 1. Efecto citotoxico del PFHxS

Se evalué el efecto de varias concentraciones de PFHxS (50, 100, 150, 200, 300, 400 y 500
UM) sobre la viabilidad de los ovocitos tras 44 h de MIV. Los resultados muestran una fase de
meseta (en 50 y 100 pM) seguida de una fase de decaimiento (= 150 uM). Hasta la
concentracion de 150 uM, mas del 90% de los ovocitos fueron viables, es decir, el compuesto
no tiene actividad citotoxica. En la fase de decaimiento, la viabilidad disminuye
significativamente en forma dependiente de la concentracion, desde 84% en ovocitos
expuestos a la concentraciéon de 200 puM, hasta llegar al 16% en la concentracion maxima
estudiada (Figura 9).

La CLsp calculada de PFHXS fue 329.1 uM (intervalo de confianza 95%: 296.5 a 365.5).
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Figura 9. Viabilidad de ovocitos porcinos expuestos a PFHxS durante la MIV.
A concentraciones superiores a 100 puM, la viabilidad de ovocitos porcinos expuestos a PFHXS
disminuye en forma dependiente de la concentracién. La gréfica muestra el promedio £SD de
5 experimentos independientes con aproximadamente 30 ovocitos por grupo por experimento.
La linea representa la regresion exponencial. *Diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo Control (***p<0.0005, ****p<0.0001).
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7. 2. Concentraciones subletales de PFHxS inhiben la maduracién in vitro

Para evitar que el efecto observado sobre la maduracion pudiera ser atribuido a muerte celular
previa al GVBD, los ensayos fueron llevados a cabo con concentraciones subletales de PFHxS
tras 44 horas de exposicion.

Se observo una asociacion negativa entre los porcentajes de maduracion y la concentracion
de PFHxS a la que fueron expuestos los COCs (Figura 10). El efecto la progresion de la
meiosis se detalla en la Tabla 3.

La CIMs, fue calculada en 91.68 uM de PFHxXS (Intervalo de confianza 95%: 80.87 a 103.9
UM).
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Figura 10. Efecto de la exposicién a PFHxS en la maduracion in vitro de ovocitos
porcinos. La maduracion de ovocitos es inversamente correlacionada con la concentracion
de PFHxS. La grafica muestra el promedio +SD de 5 experimentos independientes con
aproximadamente 30 ovocitos por grupo y experimento. Los resultados son expresados como
el porcentaje de maduracién con respecto al grupo Control. La linea representa la regresion
exponencial. *Diferencias estadisticamente significativas con respecto al Control
(****p<0.0001).
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Tabla 3. Efecto del PFHXS en la progresion meiética en ovocitos porcinos in vitro

A 0
TRATAMIENTO ETAPA DE MADURACION (%)

gv. | ™M | wm

CONTROL 5 22 73
PFHXS [50 uM] 12 41" 47"
PFHxS [100 pM] 39" 22 39™
PFHxS [150 pM] 52" 23 25"

*Diferencias estadisticamente significativas con respecto al Control (**p<0.005, ****p<0.0001)

7. 3. El PFHxS no afecta la comunicaciéon intercelular en COCs

La GJIC entre las CCs y el ovocito, fue evaluada tras 18 h de MIV, tiempo en el cual, el ovocito
porcino alcanza el nivel maximo de captura de calceina, segun lo reportado por Sasseville et.
al. (2009). Se usé carbenoxolona (CBX) [100 uM] como control positivo de inhibicion de
uniones gap. Las concentraciones utilizadas para el ensayo fueron las equivalentes a la CIMsg
y un medio de esta concentracion, dado que estas concentraciones mostraron ser no
citotoxicas (Figura 9) para el ovocito, pero mostraron un efecto significativo en un evento

celular importante: la maduracion (Figura 10).

CBX inhibi6 la GJIC, impidiendo la transferencia de calceina desde las CCs al ovocito. Sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la captura de
calceina en COCs tratados con PFHXS con respecto a aquellos del grupo Control (Figura 11).
En la figura 12 se muestran imagenes representativas del efecto del PFHxS sobre la GJIC en
COCs.
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Figura 11. Efecto de la exposicion a PFHxS sobre la captura de calceina en el ovocito.
La GJIC no fue afectada significativamente en los COCs después de 18 h de exposicion a
PFHXS. La gréfica muestra la intensidad de fluorescencia relativa intra-ovocito. Cada columna
representa el promedio +SD de 3 experimentos independientes en cada uno de los cuales se
analizaron al menos 10 COCs. *Diferencias estadisticamente significativas con respecto al
grupo Control (****p<0.0001).
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Figura 12. Captura de calceina en COCs expuestos a PFHxS. Se midi6 el diametro del
ovocito y la intensidad de fluorescencia intra-ovocito fue calculada por unidad de area. Se
muestran secciones Opticas generadas por microscopia confocal (400X).




7. 4. El PFHxXS modifica el mAwg del ovocito alas 18 h de MIV

La actividad mitocondrial fue evaluada en ovocitos expuestos a concentraciones no citotoxicas
de PFHxS (50 and 100 puM), tras 18 y 44 h de MIV. El mAW en los ovocitos del grupo Control
fue elevado en el estadio de rompimiento de la vesicula germinal (18 h de MIV) y disminuy6
en Mll (44 h de MIV). Tras 18 h de MIV, el mAW fue significativamente reducido en ovocitos
tratados con PFHXS, respecto a los ovocitos del grupo Control, mientras que no hubo
diferencias estadisticamente significativas a las 44 h (Figura 13). Imagenes representativas

del mAWY en ovocitos a las 18 y 44 h de MIV son presentadas en la figura 14.
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Figura 13. Efecto de la exposicién a PFHxS en el potencial de membrana mitocondrial
después de 18 y 44 h de MIV. A las 18 h, el PFHxS puede inducir una despolarizacion de la
membrana mitocondrial en forma dependiente de la concentracion. Mientras que no se
observaron cambios en el mMAW a las 44 h. La gréfica muestra la intensidad de fluorescencia
relativa. Cada columna representa la media £ SD de 3 experimentos independientes con al
menos 10 COCs analizados por grupo, por tratamiento. *Diferencias estadisticamente
significativas con respecto al Control (*p<0.05, **p<0.005).
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Figura 14. Potencial de membrana mitocondrial en ovocitos expuestos a PFHXxS.
La fluorescencia verde corresponde a mitocondrias menos activadas (monémeros J) y la
fluorescencia roja corresponde a mitocondrias activadas (agregados J). A) Efectos sobre el
mAWY a las 18 h de MIV. B) Efectos sobre el mAW a las 44 h de MIV. Se muestran secciones
Opticas generadas por microscopia confocal (400X).
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7. 5. El PFHxS induce dafo al DNA en células del cumulus

Dado que el efecto del PFHxS sobre la maduracion del ovocito podria ocurrir indirectamente
alterando las actividades de las células que lo rodean, las cuales soportan el crecimiento y
maduracion del ovocito se uso el ensayo cometa alcalino para determinar si el PFHxS podia
causar fragmentacién del DNA en CCs. Se evalu6 el efecto genotéxico del PFHxS en CCs a
las 44 h de MIV. Para los ensayos, los COCs fueron expuestos a concentraciones que
resultaron subletales para el ovocito (Figura 9). Los resultados muestran una tendencia a
incrementar el dafio al DNA en tanto la concentracién de PFHXS es mayor (Figura 15).

Imagenes representativas de cada tratamiento son mostrados en la figura 16.
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Figura 15. Dafio al DNA en células del cumulus expuestas a PFHXS durante la MIV.
El PFHXS indujo dafio al DNA en CCs después de 44 h de exposicion. Cada columna
representa la media = SD de tres experimentos independientes en cada uno con al menos 50
CCs analizadas por grupo y experimento. *Diferencia estadisticamente significativa relativa al
control (**** p <0.0001).
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Figura 16. Cometas de CCs después de la exposicidén a PFHxS. A) Imagenes originales de
cometas. B) Imdgenes de cometas analizados por CASP (CASO, Wroclaw, Poland).
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8. DISCUSION

La informacion epidemiologica sustenta una asociacion entre la exposicion a PFHXS vy
alteraciones en la fertilidad femenina, sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares

involucrados contindan siendo desconocidos (Vélez et al., 2015).

En un esfuerzo por dilucidar esta relacion, se ha investigado si el ovocito puede ser blanco de
la accién de PFCs. A este respecto, Governini et al. (2011) reportaron que la presencia de
estos compuestos en fluido folicular es asociada con una disminucién significativa en las tasas

de fertilizacion, en mujeres sometidas a protocolos de reproduccién asistida.

La capacidad de fertilizacion del ovocito es adquirida durante la maduracion, por lo que los
estudios en nuestro laboratorio se han centrado en este proceso para investigar el efecto de
los PFCs en la salud reproductiva. En este sentido, recientemente se demostré que el PFOS
y el PFDA inhibieron la viabilidad y la maduracién de ovocitos porcinos cultivados in vitro
(Dominguez et al., 2016, 2019).

En el presente estudio, la viabilidad de los ovocitos fue afectada negativamente tras la
exposicion a PFHXS (CLso= 329.1 uM). Otros estudios, llevados a cabo en células neuronales,
mostraron que la concentracion citotoxica de este compuesto oscila entre los 100 y 500 uM y
gue tras la exposicibn a PFHxS se reduce la viabilidad en forma dependiente de la
concentracion (Y. J. Lee et al., 2014a). El mismo efecto fue observado en células madre
mesenqguimales humanas, en las cuales la viabilidad disminuy6 significativamente después de
24 y 48 horas de exposicion a PFHxS, mostrando una CLso de 267.1y 223.1, respectivamente
(Liu et al., 2020). El efecto citotéxico causado por PFHxS observado en el presente estudio en
ovocitos porcinos, es significativamente mas bajo que el de otros PFCs, tales como PFOS
(CLso= 32 uM), and PFDA (CLso= 7.8 uM), en el mismo modelo de estudio (Dominguez et al.,
2016, 2019).

Ademas, el porcentaje de ovocitos que lograron el rompimiento de la vesicula germinal y
alcanzaron la metafase Il se vio reducido en forma dependiente de la concentracion después
de la exposicion a concentraciones subletales de PFHxS (CIMs,=91.68 uM). Estudios previos,
usando el mismo modelo de estudio reportaron una CIMso de 22 uM para PFOS y 3.8 uM para

PFDA (Dominguez et al., 2016, 2019). Esto muestra que el PFHXS no solo tiene un impacto
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significativamente menor en la viabilidad de los ovocitos que el PFOS y el PFOA, sino también

en la maduraciéon de los ovocitos.

Inesperadamente, el PFHXS provoco la detencion de ovocitos en la etapa de VG a
concentraciones mas altas (100 y 150 uM), sin embargo, a la concentracion mas baja probada
(50 uM), los ovocitos pudieron llevar a cabo la ruptura de la vesicula germinal, pero se
detuvieron en MI. Este arresto de los ovocitos en Ml no se habia observado en estudios
anteriores con otros PFCs en el mismo modelo porcino, donde se encontr6é que PFOS y PFDA
causaron el arresto de ovocitos exclusivamente en la etapa de VG (Dominguez et al., 2016,
2019). Seria muy interesante estudiar los mecanismos celulares y moleculares responsables
de la detencién de ovocitos en las etapas VG y MI inducida por PFHXS. Sin embargo, el
impacto deletéreo de este PFC sobre la maduracién de los ovocitos se mantiene,

independientemente de si la inhibicién se realiza en las etapas VG o Ml.

Algunos estudios han reportado que la toxicidad de los PFCs esta correlacionada con la
longitud de la cadena perfluorada (Hu et al., 2002; Kleszczynski et al., 2009; Liu et al., 2020).
Nuestros resultados concuerdan con tales estudios. En el caso particular de los ovocitos
porcinos, el PFOS (8 carbonos) mostré ser aproximadamente 10 veces mas potente que el
PFHxS (6 carbonos) para reducir la viabilidad de los ovocitos, mientras que el PFDA (10
carbonos) fue mas de 40 veces mas potente. Con relacién a la inhibicién de la maduracién de
los ovocitos, PFOS y PFDA fueron aproximadamente 4 y 24 veces mas potentes que PFHXS,
respectivamente. La toxicidad de los PFCs se basa también en su grupo funcional; a este
respecto, n estudio sobre células mesenquimales mostrd que los sulfonatos perfluorados son
mas citotoxicos que el correspondiente carboxilato perfluorado (Liu et al., 2020). Sin embargo,
no se evaluado la citotoxicidad de PFHxA en ovocitos porcinos, por lo que no podemos

confirmar este hallazgo por ahora.

Los mecanismos celulares por los cuales los PFCs son capaces de inhibir la maduraciéon de
los ovocitos aln no se comprenden completamente. Un estudio en células epiteliales de
higado de rata (linea celular WB-F344) mostr6 que el PFHXS es capaz de inhibir la GJIC, con
una concentracion efectiva media (CEsg) de 121.5 pM, mientras que el nivel sin efecto
observado (NOEL) fue 50 uM. Asimismo, los valores estimados de CEso y NOEL en células de
rifién de delfin (linea celular CDK) fueron 85.6 uM y 25 uM, respectivamente (Hu et al., 2002).

Estudios previos en ovocitos porcinos, mostraron que PFCs como PFOA y PFDA causaron
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una fuerte inhibicion de la GJIC en COCs, y esto, se considerd un factor importante para la
inhibicién de MIV observada (Dominguez et al., 2016, 2019). Sin embargo, en el presente
estudio, el PFHXS no causé inhibicion de la GJIC en COCs porcinos durante la MIV. Esto

implica que otros mecanismos deberian ser responsables de la inhibicion de la MIV por PFHXS.

Dado que la actividad mitocondrial es esencial para la maduracién de los ovocitos y que las
mitocondrias son blanco de accion citotoxica de algunos PFCs (Kleszczynski et al., 2009), se
evaluo si el PFHXS era capaz de alterar mAW en ovocitos porcinos. EIl mAWY es critico para la
maduracion de los ovocitos. Algunos procesos de maduracion meibtica, como el
mantenimiento de la metafase o la extrusion del primer cuerpo polar, necesitan un aporte
adecuado de ATP, cuya produccién estd regulada por mAW (S.-K. Lee et al.,, 2014).
Recientemente, un estudio en células de Leydig (linea celular mLTC-1) mostr6 que el PFHXS
redujo el mAW (Zhao et al., 2017). Sin embargo, este parametro no fue alterado en células
madre mesenquimales humanas expuestas a PFHXS, incluso a la concentracibn mas alta
probada (300 uM) (Liu et al., 2020). Con respecto al efecto de otros PFCs, se ha demostrado
que la exposicion a PFOA reduce significativamente el mAW en ovocitos de raton (Guo et al.,
2021).

Los resultados del presente estudio muestran que, en los ovocitos del grupo Control, el mAW
fue alto a las 18 h de MIV (estadio GVBD) y disminuyé después de 44 h de MIV (estadio MII).
Esto concuerda con un estudio anterior, en ovocitos porcinos cultivados in vitro, seleccionados
por su actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Egerszegi et al., 2010), pero difiere de los
experimentos in vivo en la misma especie (Torner et al., 2004), que muestran una correlacién
positiva de la actividad mitocondrial con el progreso meiético y la tasa de expansion del
cumulus. El elevado mAW en los ovocitos del grupo Control, a las 18 h de MIV, observado en
el presente estudio, podria esperarse, considerando los niveles de ATP que el ovocito requiere

para el GVBD, un proceso altamente demandante de energia (Egerszegi et al., 2010).

El estudio demuestra, ademas, que en ovocitos tratados con PFHxS, el mAW es
significativamente bajo a las 18 h de MIV, en relacién con los ovocitos del grupo Control.
También se observé una disminucion en mAW en los ovocitos expuestos a PFHxS a las 44 h
de MIV, aunque no fue estadisticamente diferente. Estos resultados indican que la inhibicién
de la maduracién observada en ovocitos porcinos expuestos a PFHXS in vitro puede deberse

principalmente a la imposibilidad de los ovocitos de alcanzar los altos niveles de ATP que
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requiere para el proceso de GVBD. Sin embargo, no se debe descartar que el PFHxS también
podria causar alteraciones en la estabilidad, abundancia, distribucion y calidad mitocondrial,
lo que permite cambios compensatorios cuando las células son desafiadas (Eisner et al.,
2018). Ademas, el mAW se ha relacionado con la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), que podrian ser responsables de dafio al DNA, proteinas y lipidos, y pueden resultar

en disfunciones celulares progresivas y, finalmente, apoptosis (Suski et al., 2012).

Se ha descrito que la exposicidon in vivo a compuestos toxicos se correlaciona con dafio al
DNA en CCs (Einaudi et al., 2013). Ademas, Raman et al. (2001), encontraron una asociacion
negativa entre la fragmentacién del DNA en CCsy las tasas de fertilizacién, en humanos. Asi,
en el presente estudio, se analiz6 el efecto de PFHXS sobre la fragmentacion del DNA en CCs,
mediante el ensayo cometa alcalino, que permite la deteccion de rompimientos de DNA
monocatenario y de doble cadena. Se encontr6 que el PFHxS provocdé un aumento
dependiente de la concentracion en la fragmentacion del DNA en las CCs, lo cual podria ser
atribuido a un aumento de los niveles de ERO por PFHXS, como se ha informado que sucede
en células de hepatocarcinoma humano (Wielsge et al., 2015). El rompimiento de DNA doble
y monocatenario generadas por PFHxS en CCs podrian haber interferido con la liberacién de
sefiales importantes para la maduracion de los ovocitos, contribuyendo asi a los efectos
observados del PFHxS sobre la maduracion de los ovocitos, tal como muestran estudios
previos, en los que se determind que la transcripcion de la adenilato ciclasa 1 (Adcyl)
incrementa en las CCs con rompimiento de doble cadena (DSB), por lo que la produccién de
cAMP aumenta, las CCs transfieren mas cAMP al ovocito y finalmente se bloquea el GVBD.
Del mismo modo, una ligera regulacion a la baja de la fosfodiesterasa 3A (Pde3a) en los
ovocitos rodeados por cumulus contribuyé a mantener los altos niveles de cAMP en los
ovocitos, manteniendo asi el arresto mei6tico del ovocito en la profase | de la meiosis (Sun et
al., 2015). Un estudio reciente muestra que el dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) desencadena
cambios en el ciclo meiético, rompimiento de DNA doble cadena (DSB), apoptosis y
modificacion de la metilacién de histonas, Unicamente en ovocitos rodeados CCs, pero no en
ovocitos sin cumulus, lo que demuestra que las CCs juegan un papel importante en la
mediacion de los efectos de los xenobidticos en la maduracién de los ovocitos (Song et al.,
2017). Resultados similares fueron descritos por Sun et al. (2017), quienes encontraron que el
DSB en el DNA induce la formacion de filamentos de actina nuclear (que desempefia un papel

en la reparacion del DNA) en ovocitos rodeados por CCs pero no en ovocitos desnudos.
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El presente estudio confirmd que el PFHXS afecta significativamente la maduracién de los
ovocitos de cerdo y que, entre los posibles mecanismos de accion, se encuentran la alteracion
del potencial de la membrana mitocondrial en el ovocito y el dafio al DNA en las CCs. Tales

efectos fueron inducidos por la exposicion a concentraciones equivalentes a 50- y 100 uM

Se ha reportado que, en trabajadores expuestos ocupacionalmente en China, las
concentraciones séricas de PFHXS eran tan altas como 39 uM (15700 ng/mL, en trabajadores
del departamento de sulfonacién, segun la tabla 2) (Fu et al., 2016), cuyo valor es cercano a
la concentracion de 50 pM utilizada en el presente estudio, lo que indica que esta
concentracion podria ser relevante para humanos y representa un riesgo para la salud

reproductiva.

Cabe mencionar que algunos estudios han demostrado que, a diferencia de lo que sucede con
otros contaminantes organicos persistentes, existe una correlacién entre las concentraciones
de PFHXS en suero y en fluido folicular (FF), sin encontrar diferencias significativas entre
ambas matrices (Heffernan et al., 2018; McCoy et al., 2017; Petro et al., 2014). Este hallazgo
resulta importante teniendo en consideracion que el microambiente intrafolicular puede

influenciar la maduracion y la adquisicion de la competencia del ovocito (Da Broi et al., 2018).

Da Broi et al., (2018) refieren que el FF puede reflejar la composicién del plasma y acumular
compuestos dafiinos que afecten la maduracién del ovocito. Bajo condiciones adversas, las
CCs son incapaces de proteger al ovocito contra las alteraciones del FF, lo cual puede alterar

las funciones de las CCs y afectar negativamente la calidad del ovocito.

Un foliculo en crecimiento (que comprende células foliculares sométicas y el ovocito) esta
rodeado por una red capilar que es responsable de la vascularizacion folicular. Junto con las
células foliculares, esta vasculatura constituye la barrera hemofolicular, que es importante para
la formacioén del fluido folicular, la transferencia de nutrientes y la proteccion de los ovocitos
(Da Broi et al., 2018; Kang et al., 2020). Sin embargo, se sabe que el PFHxS es capaz de
atravesar la barrera hemofolicular (Ding et al., 2020; Kang et al., 2020; Petro et al., 2014),
afectando de este modo la funcionalidad de las CCs y consecuentemente, el desarrollo y

maduracion del ovocito, tal como lo muestra el presente estudio.
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La exposicion a PFHXS [50 uM] es especialmente relevante si se considera que en este estudio
solo hemos analizado los efectos agudos del PFHXS, mientras que en situaciones de la vida
real las poblaciones humanas estdn sujetas a exposiciones prolongadas de bajo nivel
(Akingbemi et al., 2004).

No obstante, Se necesitan mas experimentos para comprender completamente los
mecanismos subyacentes a la inhibicion de la MIV por PFHXS, incluida la homeostasis del
calcio, la proliferacion de peroxisomas y la generacién de ERO, que se han informado como
mecanismos citotoxicos de PFCs en células somaticas y germinales (Guo et al., 2021; Y. J.
Lee et al., 2014b; Ng & Baharom, 2018; Shoeib et al., 2005; Torner et al., 2004).
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9. CONCLUSIONES

» El PFHXS tiene un efecto citotdxico en ovocitos porcinos cultivados in vitro (ClLsp = 329.1
UM).

» El PFHXS inhibe la maduracién in vitro de ovocitos porcinos (ClMso = 91.68 uM).

» EI PFHXS no afecta la comunicacion intercelular a través de uniones gap entre el ovocito

y las células del cumulus.
» EI PFHxS disminuye el mAW en ovocitos, durante la MIV.

» El PFHXS induce dafo genotéxico en células del cumulus
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10. PERSPECTIVAS

Dado que los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la inhibicién de la
maduracién de ovocitos, por exposicion a PFHXS, no ha sido completamente esclarecida,

resultan necesarios nuevos estudios que nos permitan dilucidar los efectos del PFC.

Para tal fin, y, complementando los hallazgos aqui reportados, es importante profundizar en el
estudio de la funcién mitocondrial, mediante la determinacioén de la distribucion de mitocondrias
activas y los niveles de ATP, e investigando su correlacién con los cambios en el potencial de
membrana. Asimismo, resulta necesario evaluar los niveles de cAMP en las CCs y en el

ovocito.

Es imprescindible, ademas, evaluar otros posibles mecanismos por los cuales el PFHxS
induce la inhibicion de la maduracién, incluyendo la proliferacion de peroxisomas, la

homeostasis de calcio y la generacion de ERO.
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