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Resumen

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es de los trastornos reproductivos mas
comunes, afectando de 8 % a 25 % de mujeres en edad reproductiva en todo el
mundo. Los criterios de diagnostico de Rotterdam para SOP se basan en tres
principales alteraciones: problemas en la ovulacion (anovulacién / oligoovulacion),
hiperandrogenismo (clinico o bioquimico) y quistes ovaricos (ovario poliquistico). La
etiologia de SOP es poco conocida, pero gracias al desarrollo de modelos animales
(principalmente roedores) se sabe que factores genéticos y ambientales participan
en el desarrollo de este padecimiento, particularmente la exposicidbn a
contaminantes ambientales durante la gestacion, pudiera ser causa de SOP. El
sulfonato de perfluorooctano (PFOS) es un contaminante organico persistente
(COP) que se encuentra distribuido ampliamente en el ambiente. PFOS es
ampliamente resistente a degradaciones fisicas, quimicas y a altas temperaturas.
Se bioacumula facilmente en diferentes 6rganos y tejidos, principalmente en higado
y rifién, y su vida media es de hasta 5 afios en humanos. Una vez en el organismo
puede atravesar facilmente la barrera placentaria. Se sabe que PFOS puede
interferir en el desarrollo y diferenciacién, pero se tiene poca informacién sobre el
papel de PFOS en el desarrollo de alteraciones reproductivas, como SOP, cuando
el feto se expone durante la gestacion. En este trabajo se compararon los efectos
de la exposicion gestacional a PFOS contra un modelo para SOP previamente
establecido mediante la exposicion a dihidrotestosterona (DHT), en modelos de
ratbn de cepa CD-1. Demostramos que la exposicibn gestacional a PFOS
disminuye el peso, la talla y la distancia anogenital (DAG) de la descendencia,
mientras que DHT los aumenta. También demostramos que PFOS retarda el inicio
de la vida reproductiva, altera el ciclo estral y prolonga los diestros. En hembras
adultas puede elevar los niveles de testosterona en suero y altera la morfologia
ovarica reduciendo el numero de foliculos secundarios y antrales, asi como el
namero de cuerpos luteos. Por esto PFOS puede estar relacionado con el desarrollo

de patologias asociadas con SOP.
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Abstract

Polycystic ovarian syndrome (PCOS) is one of the most common reproductive,
affecting 8 % to 25% of women of reproductive age worldwide. The Rotterdam
diagnostic criteria for PCOS are based on three main disorders: ovulation problems
(anovulation / oligoovulation), hyperandrogenism (clinical or biochemical), and
ovarian cysts (polycystic ovary). The etiology of PCOS is poorly understood, but
thanks to the development of animal models (mainly rodents) it is known that genetic
and environmental factors participate in the development of this disease, particularly
exposure to environmental pollutants during pregnancy, could be the cause of
PCOS. Perfluorooctane sulfonate (PFOS) is a persistent organic pollutant (POP)
that is widely distributed in the environment. PFOS is broadly resistant to physical
and chemical degradation and high temperatures. It easily bioaccumulates in
different organs and tissues, mainly the liver and kidneys, and its half-life is up to 5
years in humans. Once in the body, it can easily cross the placental barrier. It is
known that PFOS can interfere with development and differentiation, but little
information is available on the role of PFOS in the development of reproductive
disorders, such as PCOS, when the fetus is exposed during pregnancy. In this work,
the effects of gestational exposure to PFOS were compared against a model for
PCOS previously established by exposure to dihydrotestosterone (DHT), in mouse
models of the CD-1 strain. We show that gestational exposure to PFOS decreases
the weight, height and anogenital distance (AGD) of the offspring; while DHT
increases them. We also show that PFOS slows the onset of reproductive life, alters
the estrous cycle, and prolongs right-handedness. In adult females, it can raise
serum testosterone levels and alter ovarian morphology, reducing the number of
secondary and antral follicles, as well as the number of corpora lutea. For this
reason, PFOS may be related to the development of pathologies associated with
PCOS.
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1. Introduccion

1.1 Sindrome de ovario poliquistico (SOP).

Este sindrome es una enfermedad heterogénea en la cual se presentan
alteraciones reproductivas, que a la vez, pueden ejercer una predisposicion a
trastornos metabdlicos y otras patologias. Actualmente, a nivel mundial se estima
gue este sindrome se presenta de 8 % a 25% de mujeres en edad reproductiva [1],
dependiendo de diferentes factores como la etnia, y la genética, entre otros. Los
criterios de diagndstico de Rotterdam para SOP se basan en tres principales
alteraciones: i) problemas en la ovulacion (anovulacion / oligoovulacion), ii)
hiperandrogenismo (clinico o bioquimico) y iii) quistes ovaricos (ovario poliquistico).
Sin embargo, las mujeres que presentan este sindrome también presentan
predisposicién a muchas enfermedades y alteraciones como obesidad, resistencia
a la insulina (RI) (que puede desencadenar diabetes tipo 2), enfermedades
cardiovasculares, alteraciones metabdlicas, hirsutismo, masculinizacion, entre
otras. [2, 3, 4, 5].

Diferentes factores pueden atribuirse al desarrollo del SOP, entre ellos se
encuentran los genéticos, ambientales y alteraciones durante el desarrollo
embrionario y fetal. La etiologia de SOP es poco entendida, por lo que el desarrollo
de modelos animales, podria aportar informacién acerca de los diferentes
mecanismos que originan o estimulan el desarrollo de estas alteraciones. La gran
mayoria de los modelos actuales intentan cubrir dos parametros principales: los
cambios en la morfologia ovarica y la sintesis de hormonas esteroides; estos
modelos se desarrollan en animales adultos, que estan por iniciar la etapa
reproductiva, o que intervienen en el desarrollo embrionario mediante la
administracion de androgenos exogenos. Los estudios relacionados con
alteraciones durante la gestacién se enfocan en los trastornos hormonales que
presentan las madres gestantes, como el hiperandrogenismo, que podrian causar

anomalias en el desarrollo ovarico y favorecer el desarrollo de SOP [1, 6, 7, 8, 9].
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Son pocos los trabajos que evallan la exposicion gestacional a diferentes
contaminantes ambientales sobre el desarrollo gonadal durante la etapa fetal y las
implicaciones que podrian tener en el desarrollo de SOP en la vida reproductiva.
Dentro de lo contaminantes ambientales se encuentran varios que pueden actuar
como disruptores endocrinos (los cuales pueden interferir con la sintesis,
eliminacién o accién de las hormonas), sin embargo, hay otros que no se conoce
del todo sus efectos sobre la reproduccion y el desarrollo, tal es el caso de los

compuestos perfluorados [10].

1.2 Toxicologia reproductiva.

Comprende una parte importante de la toxicologia donde se abarca cualquier efecto
de diversas substancias presentes en el ambiente (ya sean medicamentos o
contaminantes) sobre la reproduccion de los organismos. Su estudio comprende a
partir del desarrollo embrionario-fetal, cuando la exposicion de la madre a estas
sustancias teratogénicas puede afectar el correcto desarrollo gonadal, y tener
implicaciones sobre la fertilidad durante la vida adulta. También evalla las
afectaciones en organismos neonatos, la lactancia y el rendimiento reproductivo en
general. Estos estudios deben comprender los ciclos de vida completo, desde la
gestacion, hasta la edad adulta. Generalmente estos estudios se desarrollan en
modelos tanto in vitro como in vivo, siendo estos ultimos los mas utilizados
precisamente por evaluar los efectos globales en el desarrollo y su repercusion
directa o indirectamente en la reproduccion, estado metabdlico y energético,
sistema endocrino, entre otros. Los roedores suelen ser los animales mas usados
por su facil almacenamiento, manipulacion, por tener varias crias por camada y

ciclos de vida relativamente cortos [11, 12, 13].

Existen diferentes formas de evaluar el estado de los neonatos tanto en humanos
como en animales experimentales. Por ejemplo, a través de la evaluacion de
pardmetros en la morfologia caracteristica de cada organismo como la talla, el peso,

el indice de masa corporal, la longitud de extremidades, la distancia anogenital,
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parametros cefélicos, indice gonadosomatico (IGS), entre otros. Estos parametros
son ampliamente utilizados en estudios de toxicologia reproductiva con el fin de
evaluar en una primera instancia las afectaciones morfologicas y en el desarrollo
de los neonatos [14, 15, 16].

1.3 Sulfonato de perfluorooctano.

Los compuestos perfluorados son producto de la actividad antropogénica y son
ampliamente utilizados en diferentes tipos de industrias. El sulfonato de
perfluorooctano (PFOS) y el &cido perfluorooctanoico (PFOA) son los perfluorados
de mayor uso en las actividades humanas, por lo que los podemos encontrar en
diferentes objetos como en telas, espumas contra incendios, retardantes
incendiarios, productos de cocina, sartenes antiadherentes, envoltorios de comida
rapida y alimentos provenientes del mar como en pescados y mariscos. De hecho,
la principal via de exposicion para los humanos es mediante la ingesta ya que estos
compuestos son bioacumulables y son clasificados como contaminantes organicos
persistentes [17, 18, 19].

Quimicamente los compuestos perfluorados, se caracterizan por contener una
cadena de carbono de longitud variable totalmente fluorada y con un grupo funcional
terminal (carboxilato, sulfonato, sulfonamida, fosfonato o alcohol). Por estas
caracteristicas son persistentes y resistentes a muchos tipos de degradacion,
incluida la quimica y biolégica [20]. Una vez que el PFOS ha ingresado al organismo
se transporta facilmente debido a que se comporta como &cido graso, lo que le
permite unirse a la albumina, es distribuido por el torrente sanguineo a los diferentes
tejidos del cuerpo donde los transportadores de aniones organicos (OATS) pueden
internalizar la molécula a las células [21, 22]. En este mismo sentido puede
atravesar barreras fisiologicas como la hematoencefalica y la hematoplacentaria.
Se sabe que PFOS se acumula principalmente en el higado, aunque también se
puede encontrar en otros 6érganos como rifion, corazén, gbénadas, glandulas

suprarrenales, sangre y bazo. El PFOS se elimina de forma lenta del organismo por
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medio de la orina, su vida media en roedores es de 1 a 2 meses mientras que en

humanos es de 5.3 afios [22, 23].

1.4 El ovario y la ovogénesis.

En organismos sexualmente diferenciados, el sexo se determina desde la unién del
ovulo con el espermatozoide, sin embargo, existe un periodo (11 dias en raton)
donde las caracteristicas de machos y hembras sélo pueden distinguirse a nivel
genético [24, 25, 26]. Durante esta etapa indiferenciada, las futuras gdénadas
permanecen en estado bipotencial, es decir, pueden dar origen tanto a testiculos
como a ovarios. Mientras tanto, las células germinales primordiales se originan a
partir de tejido extraembrionario en el saco vitelino, para migrar posteriormente
hacia las crestas gonadales donde se estableceran para continuar con su division
Las células germinales primordiales, en las hembras, daran origen a las ovogonias
que proliferardn por medio de mitosis sucesivas [27, 2, 28, 29]. Algunas de las
ovogonias entrardn en meiosis para formar ovocitos primarios que interaccionan
con células ovaricas y posteriormente daran lugar a células de la pregranulosa, esta
asociacion conforma entonces un foliculo primordial y cuando las células de la
pregranulosa aumentan en namero y adoptan una forma cubica se denomina
foliculo primario. Entonces las divisiones meidticas del ovocito se detienen en la
etapa de diploteno antes del nacimiento y este proceso se reanudara en la pubertad
con el inicio del ciclo reproductivo [30]. En la pubertad algunos ovocitos pueden
reanudar la meiosis con la formacién de dos células hijas de diferente tamafio: el
ovocito secundario con la mayor parte del citoplasma, y el primer cuerpo polar.
Posteriormente, el ovocito secundario comienza la siguiente fase de la meiosis,
avanzando hasta la metafase Il quedando arrestado justo antes de la ovulacion. La
meiosis Il solo se completa si el ovocito es fecundado; en caso contrario, la célula
degenera. La ovogénesis esta intimamente relacionada con la foliculogénesis

ovarica [31].
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1.5 Foliculogénesis

Después de la formacion del foliculo primario, las células de la granulosa comienzan
a proliferar en varias capas rodeadas por células de la teca, formando un foliculo
secundario. Hasta este momento, el desarrollo folicular es independiente de
hormonas gonadotrépicas. Conforme el diametro del foliculo sigue creciendo se
forma también un antro entre las células de la granulosa. Este antro esta lleno de
liquido folicular y, por expansion del antro y el incremento del liquido folicular, el
ovocito se desplaza hacia un extremo del foliculo en desarrollo, pero permanece
rodeado por un grupo de células de la granulosa con las est4 intimamente
relacionado, a este grupo de células se les denomina cumulus oophorus; en esta
etapa, los foliculos se denominan antrales, en este momento el desarrollo folicular

es dependiente de hormonas gonadotrépicas [32, 33]

Mientras el antro comienza a aparecer, cierto grupo celular del estroma ovarico se
diferencia en células de la teca, que conformardn dos capas: teca interna y teca
externa. La membrana basal separa a las células de la granulosa y células de la
teca interna. Durante la fase folicular, las células de la teca poseen receptores para
la hormona luteinizante (LH) y las células de la granulosa poseen receptores para
la hormona foliculo-estimulante (FSH) [31]. En este momento, el ovario comienza a
responder a los estimulos de las hormonas gonadotrépicas. FSH estimula el
desarrollo de las células de la granulosa y promueve la formacion de los receptores
para LH en células de la teca interna. La estimulacion de LH sobre las células de la
teca interna inicia la sintesis de andrégenos que posteriormente seran
transformados en estrégenos por aromatizacion en el interior de las células de la

granulosa (Fig. 1) [33].
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El incremento en la actividad pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) produce un pico preovulatorio de LH, que a su vez deriva en la ovulacion.
Después de la ovulacion, el foliculo se transforma en una estructura con células de
la teca hipertrofiadas conocida como cuerpo lateo. La funcién principal del cuerpo
lGteo progesterona para crear una ventana de implantacién en caso de que el 6vulo
haya sido fecundado. En ese caso, el embriéon promovera la formaciéon de B-HCG
(en humanos) para que el cuerpo luteo continle produciendo estrogenos y
progesterona y el endometrio pueda mantenerse durante las primeras etapas del
embarazo. En ausencia fecundacién, no habra produccion de B-HCG por lo que las
células del cuerpo lateo entran en apoptosis y se forma una cicatriz conocida como

cuerpo albicans [34].

Si los foliculos en crecimiento no se desarrollan hasta la ovulacion, entonces
entraran en un proceso conocido como atresia, que es un proceso de degeneracion
y reabsorcion de los foliculos ovéricos. Los estrégenos juegan un papel importante
en la atresia folicular: mientras los foliculos en desarrollo aumentan el nimero de
células de la granulosa, también aumenta la concentracion de estrogenos y el
namero de receptores para FSH; lo cual disminuye la aromatizacién de andrégenos,
aumentando la presencia de éstos en el antro folicular, entonces los andrégenos

inducen la apoptosis en las células de la granulosa [35].

1.6 Eje hipotalamo hipdfisis ovario

El inicio de la pubertad, el control de la reproduccion y los ciclos reproductivos estan
regulados por el eje hipotalamico hipofisiario ovarico. En el hipotdlamo se
encuentran localizadas neuronas encargadas de la sintesis GhnRH Esta hormona
viaja a través del sistema porta hipofisiario hasta la adenohipoéfisis donde estimula
a las células gonadotropas para producir LH y FSH. Estas hormonas son liberadas
al torrente sanguineo y actuan en el ovario regulando procesos como la
foliculogénesis y ovogénesis, asi como la liberacion de otras hormonas como

androgenos, estroégenos e inhibinas, principalmente. La liberacion de GnRH, LH y
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FSH regula negativamente la retroalimentacion en este eje, excepto en la ovulacion,
donde la retroalimentacién es positiva [28]. El inicio de la pubertad depende
entonces de la regulacion de dichas hormonas, en conjunto con otros factores como
el peso de los organismos. En hembras de raton CD-1 el inicio de la etapa
reproductiva y la activacion de este eje se presenta de 24 a 28 dias de edad [29].

1.7 Regulacién de la esteroidogénesis ovarica

En las células de la teca externa se sintetizan andrégenos por la estimulacion de
LH, que proviene de la adenohipdfisis. Posteriormente, estos andrégenos son
transferidos a las células de la granulosa murales donde son aromatizados para
formar estrogenos en respuesta al estimulo de la FSH. El inicio de esta via tiene
como sustrato el colesterol, que por accién enzimatica del citocromo P450scc y la
proteina StAR, se transforma en pregnenolona. La pregnenolona puede seguir dos
vias de conversion, una es la via de los esteroides A5, en la cual, por accion del
citocromo P450c17, que posee actividad 17a-hidroxilasa y 17-20 liasa, y convierte
su sustrato en 17-hidroxipregnenolona (170HPreg) y dehidroepiandrosterona
(DHEA), respectivamente, y la otra es la via de los esteroides A4, donde la
progesterona pasa por las mismas actividades enzimaticas a 17-
hidroxiprogesterona (17-OHP) y androstendiona. Los pasos de los esteroides A5 a
A4 son asumidos por la enzima 3[-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD). Las
células de la teca ovarica bajo el estimulo de la LH segregan androstendiona y
testosterona; la androstendiona es aromatizada por las células de la granulosa
estimuladas por la FSH para dar lugar a las estronas; a partir de la testosterona se

sintetiza estradiol [36].

El desarrollo folicular entonces es muy importante, no solo para la produccion de
gametos, sino también para la regulacion y sintesis de hormonas esteroides. De
manera natural, la atresia es el proceso que ocurre normalmente en los foliculos en
donde no ocurre la ovulacién, pero diferentes alteraciones pueden ocasionar que

una mayor cantidad de foliculos se vuelvan atrésicos desarrollando quistes ovaricos
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y una elevada produccion de androgenos en las hembras. Justo estas
caracteristicas estan presentes en el SOP, padecimiento donde el desarrollo

folicular esta alterado en diferentes grados [2].

2. Antecedentes.

Estudios previos han demostrado que, en paises no industrializados, la poblacion
en general ingiere 24.2 ng/Kg/dia de PFOS, mientras que, en paises
industrializados, los niveles llegan hasta 222.15 ng/Kg/dia. Segun la European Food
Safety Authority (EFSA), la ingesta diaria minima tolerable de PFOS es de 150
ng/Kg/dia. Se ha estimado que los niveles de diferentes compuestos perfluorados
en suero de personas ocupacionalmente expuestas en paises industrializados van
de 8826 ng / mL hasta 86,300 ng / mL [37]. Los estudios realizados en el plasma
de mujeres con un trimestre de embarazo han evidenciado que la concentracion de
PFOS es de hasta 8.2 ng/g; mientras que las concentraciones en la placenta
alcanzan hasta 1.0 ng/g (14 % con respecto a la concentracion en el plasma) y en

el feto de 0.2 ng/g (5 % con respecto al plasma) [38].

Estudios epidemiolégicos han sefialado que dentro de una cohorte de pacientes
con SOP gue presentaban problemas en el desarrollo folicular y alteraciones en la
esteroidogénesis ovarica es posible detectar altas concentraciones de PFOS; en
mujeres sanas 4.9 ug/L, mientras que en mujeres con problemas en la fertilidad 8.2
ug/L [2, 22, 38]. Esta correlacion indica que la exposicién a estos compuestos puede
afectar la fisiologia del ovario. Sumado a esto, en la descendencia de mujeres
ocupacionalmente expuestas a otros perfluorados (PFOA) se han encontrado
alteraciones en niveles de hormonas esteroideas, este hecho apoya la hipotesis de
gue los compuestos perfluorados pueden actuar como posibles disruptores

endacrinos [39].

Particularmente la induccion experimental de un fenotipo semejante a alteraciones

ovaricas que caracterizan al SOP, han sido obtenidas en ratas, a través de la
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administracion cronica de disruptores endocrinos como el bisfenol A, por lo que la
accion de disruptor endocrino, ha sido propuesto como factor clave en el aumento

de la incidencia de esta patologia [40, 41, 42].

La contaminacién por compuestos perfluorados se ha relacionado con el desarrollo
de diferentes tipos de cancer principalmente higado, pancreas y testiculo, el
mecanismo sugerido implica la proliferacion de peroxisomas [38]. Otros posibles
mecanismos de induccion de la carcinogénesis es el dafio al ADN [43]. Por ultimo,
en células humanas, la exposicibn a compuestos perfluorados ha demostrado
favorecer la proliferacion inducida por estrégenos como el 17-beta estradiol. Este
hallazgo relaciona a estos compuestos con el desarrollo de algunos tipos de cancer

como el cancer de mama [44].

La posible potenciacién de los estrogenos sugiere que podrian presentar un efecto
disruptor enddcrino, mismo que podria afectar el desarrollo y diferenciacion del
linaje germinal. En estudios in vitro, la exposicion a compuestos perfluorados se ha
asociado con la inhibicion de enzimas relacionadas con esteroidogénesis (3B-HSD
y 17B-HSD), asi como con alteraciones en los niveles de progesterona y
androstendiona [45, 46].
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3. Justificacion.

El SOP afecta entre el 8 % y 25 % de las mujeres en edad reproductiva. Este
padecimiento presenta manifestaciones clinicas como defectos en la ovulacion,
infertilidad, hiperandrogenismo, ademas se relaciona con el desarrollo de obesidad,
hiperinsulinismo e incremento en el riesgo de padecer diabetes tipo dos y
enfermedades cardiovasculares. No se conoce en su totalidad la etiologia de este
padecimiento, sin embargo, de las caracteristicas mas comunes se encuentra el

hiperandrogenismo clinico o bioquimico.

Diferentes modelos biolégicos han sido desarrollados para representar este
fenomeno, la gran mayoria de ellos, en ratas y ratones en los que es inducido
hiperandrogenismo por diferentes esquemas de tratamiento, a través de los cuales
los animales adquieren un fenotipo semejante al de las pacientes con SOP. Debido
al efecto de disruptor endocrino de los compuestos perfluorados, es posible que la
exposicion de compuestos como el PFOS durante las etapas tempranas de la
ovogénesis pueda dar origen a ovario poliquistico o algunas de sus manifestaciones

clinicas como hiperandrogenismo, problemas de ovulacién y quistes ovaricos.

La asociacion entre la exposicion a contaminantes ambientales y el desarrollo de
enfermedades podria tener un impacto econémico y de salud publica significativo.
Este trabajo pretende determinar el efecto de la exposicion a sulfonato de
perfluorooctano durante la gestacion (ovogénesis temprana) y su posible relacion

con el desarrollo de SOP en ratones CD-1.
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4. Planteamiento del problema.

Los compuestos perfluorados han sido sefialados como posibles disruptores
endocrinos y agentes teratdgenos [47], sumado a esto, a la fecha ha sido
ampliamente documentada su bioacumulacion en tejidos adultos y fetales. Se ha
demostrado su presencia en higado, grasa, suero de animales de vida silvestre, en
suero humano, en la leche materna y en la sangre del cordon umbilical [23, 48].

Estos datos sustentan que la exposicién a perfluorados ocurre durante la gestacion
en diferentes organismos, este efecto podria desencadenar errores en el desarrollo
o en la diferenciacion celular [23]. Por lo tanto, los compuestos perfluorados podrian
ser causantes del retraso en el desarrollo de los organismos en diferentes etapas
de su vida y estar relacionados con el desarrollo de patologias reproductivas como
SOP. Por ejemplo, a través de estudios retrospectivos han sido reportados
problemas del desarrollo embrionario y malformaciones, cuando la exposicion a los
compuestos perfluorados ocurre en periodos criticos de la gestacion [45]. Sin
embargo, en la literatura no hay estudios experimentales que describan los efectos
de la exposicion a PFOS durante el desarrollo fetal, particularmente el periodo que
comprende a la ovogénesis temprana, utilizando un modelo murino. Este trabajo
analiza los efectos de este tipo de exposicion, sobre el desarrollo, los ciclos
reproductivos y la esteroidogénesis en la vida adulta, y compara los resultados con

un modelo de SOP derivado de la hiperandrogenizacion gestacional.

5. Pregunta de investigacion.

¢, Qué alteraciones en el desarrollo, los ciclos reproductivos y la esteroidogénesis
caracteristicas de SOP son causadas por la exposicion a PFOS durante la vida fetal

en ratones hembra CD-1?
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6. Hipotesis.

La exposicion a sulfonato de perfluorooctano puede alterar el desarrollo e inducir

alteraciones en la diferenciacion gonadal, que conlleven a problemas en la calidad

y la cantidad de los foliculos ovéaricos y ciclos reproductivos, generando problemas

en la ovulacion, formacion de quistes ovaricos y desarrollo de hiperandrogenismo

en el ratbn CD-1.

7. Objetivo.

Determinar alteraciones en los ciclos reproductivos, la morfofisiologia ovérica e

hiperandrogenismo en ratones de la cepa CD-1 expuestos a PFOS durante la

ovogénesis temprana.

8. Objetivos especificos.
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Estandarizar un modelo murino del SOP a través de la hiperandrogenizacion
inducida durante la gestacion (ovogénesis temprana) y comparar los efectos
de la exposicion a PFOS y vehiculo en el mismo periodo de gestacion.
Determinar las alteraciones tras la exposicion gestacional a los diferentes
tratamientos evaluando patrones morfométricos como peso, talla y distancia
anogenital en neonatos, prepuberes, postpuberes y adultos.

Evaluacion del ciclo estral por citologia vaginal y deteccién de estro de la
descendencia femenina expuesta a los diferentes tratamientos durante la
gestacion.

Estimar los niveles séricos de testosterona, estradiol y progesterona en
hembras adultas expuestas a los diferentes tratamientos.

Evaluar alteraciones histomorfoldgicas en los ovarios de hembras adultas

que fueron expuestas a los diferentes tratamientos.




9. Materiales y métodos

9.1 Animales de experimentacion.

Se utilizaron ratones de la cepa CD-1 cuya colonia es mantenida en el Bioterio de
la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad Autdbnoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 062
Z0OO0 1999 y con el comité de ética de la DCBS UAM-I.

Un fenotipo semejante al ovario poliquistico puede ser obtenido en diferentes
mamiferos a través de la induccion de un hiperandrogenismo artificial en diferentes
etapas de la vida [49], en el laboratorio de Biologia Molecular y Toxicologia de la
Gametogénesis de la DCBS UAM-I, se ha estandarizado un modelo murino similar
por la administracion de la dihidrotestosterona (DHT) en los periodos que
corresponden a la ovogénesis temprana del raton (10.5 dpc, 12.5 dpc y 16.5 dpc)
[49].

Para realizar los tratamientos durante la gestacién, se utilizaron hembras de entre
ocho y doce semanas de edad, que fueron sometidas a cépula con machos
sexualmente expertos y la fertilizacion fue confirmada por la presencia del tapén
vaginal. Se formaron tres diferentes grupos de hasta 5 hembras: vehiculo (aceite
de ajonjoli), DHT (control positivo-2.5 mg/kg/dia) y PFOS (grupo experimental-5
mg/kg/dia). Los tratamientos de cada grupo fueron administrados en hembras
gestantes en los estadios de 10.5, 12.5 y 16.5 dpc por via intraperitoneal utilizando
jeringas con agujas de 8 milimetros. Los patrones morfométricos como la talla, peso
y la distancia anogenital fueron vigilados y registrados al nacimiento, 20
(prepuberes), 40 (postpuberes), 90 (adultos) y 120 (adultos) dias de edad. Las
hembras fueron revisadas a partir de la segunda semana de edad para detectar el
dia de apertura vaginal (indicador del inicio de la etapa reproductiva en roedores) y
posteriormente se les realiz6 frotis vaginal durante 20 dias (mafiana, tarde y noche)

para evaluar el ciclo estral.
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9.2 Reactivos y compuestos.

El sulfonato de perfluorooctano (CAS 335-76-2), la 5-alfa-dihidrotestosterona (521-
18-6) y el vehiculo de dilucién (aceite de ajonjoli, CAS 8008-74-0) fueron comprados
a Merck-Millipore (MR).

9.3 Evaluacidén del desarrollo a través de patrones morfométricos (peso, talla
distancia anogenital)

Se seleccionaron Unicamente hembras que fueron expuestas a los diferentes
tratamientos durante la gestacion, al nacimiento y a los 20, 40, 90 y 120 dias de
edad (n=10 por grupo) y se realizé la evaluacion de los patrones morfométricos. El
peso se determind con ayuda de una balanza digital. La medicion de talla y distancia

anogenital se realiz6 con ayuda de un vernier.

9.4 Deteccion de estro por citologia vaginal

Se mantuvo la vigilancia de hembras expuestas a los diferentes tratamientos para
determinar el dia en el que presentaron apertura vaginal. Este pardmetro es
indicativo del inicio de la etapa reproductiva en roedores. A partir del dia de apertura
vaginal se realizaron tres frotis diarios (mafiana, tarde y noche) durante 20 dias para
evaluar la citologia vaginal. Esto nos permitié determinar alteraciones en los ciclos
reproductivos mediante la duracién del estro, proestro, metaestro y diestro a través
de la presencia de células epiteliales nucleadas, células epiteliales cornificadas y
leucocitos (n=10).

9.5 Determinacion de los niveles séricos de hormonas esteroideas.

Para evaluar los niveles hormonales, se utilizaron estuches comerciales de ELISA
para determinar estradiol, testosterona y progesterona (CAS 501890-96, 582701-
96 y 582601-96, respectivamente; CAYMAN CHEMICAL CO, Ann Arbor, EE. UU.).

Para esto se colectaron muestras de sangre en adultos de 120 dias de edad (n=4)
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mediante puncion cardiaca, las muestras de sangre se utilizaron para obtener suero

sanguineo después de la coagulacion y centrifugacion de las muestras.

9.6 Evaluacion de la diferenciacion en las gonadas de ratones CD1 expuestos a PFOS
durante la gestacion.

Se obtuvieron las gonadas de hembras expuestas a los diferentes tratamientos a
los 120 dias de edad, posteriormente se fijaron y preservaron en bloques de

parafina, para realizar el andlisis histoldgico.

Se utilizaron cortes histolégicos de 10 micrometros, éstos fueron tefiidos con una
tincion de Hematoxilina-Eosina para el analisis histomorfométrico, con la intencion

de buscar quistes ovaricos y clasificar los foliculos presentes.

9.7 Clasificacion morfoldgica de los foliculos

Los foliculos se clasificaron segun sus caracteristicas morfolégicas observadas.
Foliculos secundarios si contenian un ovocito rodeado por 2 o mas capas de células
de la granulosa sin la presencia de un antro visible, los foliculos antrales tempranos
muestran una o dos areas pequeifias entre las células de la granulosa, los foliculos
antrales presentan un antro bien definido y un grupo de células de la granulosa
rodeando al ovocito. Los foliculos atrésicos se determinaron mediante la presencia

de células de la granulosa fragmentadas o la presencia de foliculos son ovocito.

9.8 Analisis de imagenes y paquetes estadisticos

Los parametros histomorfométricos basicos se analizaron con el programa libre
ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). Para determinar si los datos presentan una
distribucion normal se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk en el paquete estadistico
NCSS97. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una sola via en el paquete

estadistico NCSS97 y pruebas post hoc (Prueba de comparacion multiple Tukey-
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Kramer, prueba de comparacion multiple Kruskal-Wallis) para datos paramétricos y
no paramétricos. Para finalizar, los datos se graficaron utilizando la graficadora
Prism8 Graphpad. (www.graphpad.com/). Los datos obtenidos se muestran como

media + desviacion estandar.
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10. Resultados

10.1 La exposicion a PFOS durante la gestacion afecta los patrones morfométricos de
forma diferente al modelo para SOP por hiperandrogenizacion con DHT.

La exposicion a DHT o PFOS, cuando se administran durante etapas tempranas de
la ovogénesis, afecta de forma diferente a los patrones morfométricos de las
hembras. De forma general, PFOS disminuye el peso y talla de las hembras
acortando también el indice de masa corporal (IMC) a los 20 y 120 dias de edad. El
peso del higado no se ve afectado cuando se compara con el grupo vehiculo, pero
disminuye en PFOS cuando se compara con el grupo DHT. La distancia anogenital
(DAG) aumenta en el grupo DHT y disminuye en PFOS, sin embargo, al nacimiento

se registra una menor DAG en el grupo DHT y mayor en PFOS.

A continuacion, se describiran a detalle los efectos encontrados en este estudio tras

la exposicién in utero a PFOS.
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10.1.1 Peso.

El modelo para SOP mediante la exposicion a DHT durante la gestacion mostro
aumento en el peso en comparacion con el grupo vehiculo, en todos los tiempos
registrados excepto al nacimiento. Las hembras expuestas a PFOS durante la
gestacion registraron menor peso al nacimiento y 20 dias de edad; mientras que a
los 40 las hembras registraron mayor peso en comparacion con el grupo vehiculo y
el grupo DHT. A los 90 y 120 dias de edad, el grupo PFOS muestra diferencias
significativas solamente con el grupo DHT. De forma general la exposicion a
dihidrotestosterona durante la gestacion aumenta el peso de las hembras, sin
embargo, PFOS lo disminuye (Fig. 2).
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Fig. 2.- Peso registrado en hembras del grupo vehiculo, DHT y PFOS al nacimiento,
20, 40, 90 y 120 dias de edad (media + desviacion estandar) ( * = diferencia
estadisticamente significativa con el grupo vehiculo, a = diferencia estadisticamente
significativa con el grupo DHT, P<0.05).

pag. 32




10.1.2 Talla.

La exposicion durante la gestacion a DHT aumenta la talla de las hembras al
nacimiento, 20, 40 y 90 dias de edad cuando se comparan con el grupo vehiculo.
Por otra parte, las hembras que fueron expuestas a PFOS mostraron menor talla
cuando se compara con el grupo vehiculo al nacimiento y a los 120 dias, mientras
gue también resultan con menor talla al nacimiento, 20, y 40 dias de edad cuando

se comparan con el grupo DHT. La exposicién a PFOS durante la gestacion reduce

la talla de los organismos (Fig. 3).
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Fig. 3.- Talla registrada en hembras del grupo vehiculo, DHT y PFOS al nacimiento,

20, 40, 90 y 120 dias de edad (media * desviacion estandar) ( * = diferencia
estadisticamente significativa con el grupo vehiculo, a = diferencia estadisticamente

significativa con el grupo DHT, P<0.05).
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10.1.3 indice de masa corporal.

Con el fin de saber si los resultados de peso y talla reflejan un estado de obesidad
se obtuvo el indice de masa corporal (IMC) que es el resultado de la relacion entre
el peso y el cuadrado de la talla de los organismos (peso / altura®2) [50]. La
exposicion a DHT durante la gestacion resulté en el aumento de IMC Gnicamente a
los 120 dias de edad cuando se compara con el grupo vehiculo. La exposicion a
PFOS reduce el IMC a los 20 dias en comparacion al grupo vehiculoy DHT; y a los
120 dias solo existe diferencia con el grupo DHT. Por otra parte, PFOS aumenté el
IMC en comparacion al grupo vehiculo a los 40 dias. A pesar de que el peso y talla
se ven afectados por los diferentes tratamientos durante el desarrollo de los
organismos, el IMC solo se afecta a los 20 y 120 dias de edad cuando se compara
el modelo para SOP con DHT y el grupo experimental PFOS siendo menor en este
altimo (Fig. 4).
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Fig. 4.- IMC registrado en hembras del grupo vehiculo, DHT y PFOS al nacimiento,
20, 40, 90 y 120 dias de edad (media + desviacion estandar) ( * = diferencia
estadisticamente significativa con el grupo vehiculo, a = diferencia estadisticamente
significativa con el grupo DHT, P<0.05).
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10.1.4 Peso del higado.

En estudios previos se ha observado que la exposicion a PFOS produce
alteraciones metabolicas y en el higado [23, 40], por esa razén se analizaron las
diferencias en el peso del higado de hembras tras la exposicion a los diferentes
tratamientos durante la gestacion. Para esto, las muestras de higado se obtuvieron
a los 120 dias de edad.

El peso total del higado en fresco no se altera en los grupos DHT o PFOS en
comparacion con el vehiculo, sin embargo, se registréo que PFOS disminuye el peso
de este 6rgano en comparacién con el grupo DHT. Por otra parte, el peso relativo
del higado (PRH %) en porcentaje al peso corporal total no se afecta en ninguno de

los grupos estudiados (Fig. 5).
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Fig. 5.- a) Peso total del higado en fresco y b) Peso relativo del higado (peso del
oérgano (g) / peso corporal (g)x100) registrados en hembras del grupo vehiculo, DHT y
PFOS a los 120 dias de edad. (media + desviacion estandar) ( * = diferencia
estadisticamente significativa con el grupo vehiculo, a = diferencia estadisticamente
significativa con el grupo DHT, P<0.05).
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10.1.5 Distancia anogenital.

Es un parametro utilizado en la toxicologia y de forma general es un indicador de la
exposicion a androgenos durante el desarrollo embrionario-fetal. Una DAG mayor
en hembras es un indicador de la sobre exposicibn de andrégenos durante la
gestacion [51, 52]. La exposicion a DHT reduce significativamente la DAG en
comparacion al grupo vehiculo y PFOS, pero aumenta a los 20 y 40 dias de edad
en comparacion con el grupo vehiculo y a los 90 dias aumenta en comparacion al
grupo PFOS. En contraste, la exposicion a PFOS disminuye significativamente la
DAG a los 20 y 90 dias en comparacion al grupo vehiculo y DHT, a los 40 dias es
estadisticamente menor cuando se compara con DHT y a los 120 dias de edad es
menor en comparacion al grupo vehiculo. Debido a la exposicion a DHT durante la
gestacion, la DAG aumenta, excepto al nacimiento, donde disminuye. Por el
contrario, PFOS disminuye este pardmetro excepto al nacimiento, donde se registra

un incremento (Fig. 6).
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Fig. 6.- DAG registrado en hembras del grupo vehiculo, DHT y PFOS al nacimiento,
20, 40, 90 y 120 dias de edad (media + desviacion estandar) ( * = diferencia
estadisticamente significativa con el grupo vehiculo, a = diferencia estadisticamente
significativa con el grupo DHT, P<0.05).
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10.2 La exposicion gestacional a PFOS retarda el inicio de la etapa reproductiva y
altera el ciclo estral de forma similar al modelo para SOP por
hiperandrogenizacién con DHT.

Las hembras expuestas a PFOS durante la gestacion presentan apertura vaginal
tardia, al igual que las hembras del grupo DHT. Una vez que ha iniciado el ciclo
estral y se ha presentado el primer estro en las hembras, la mayoria de los animales
observados en los grupos DHT y PFOS presentan ciclos heterogéneos y alterados

con diestros prolongados.

10.2.1.- Apertura vaginal

La exposicion a DHT y PFOS retrasa significativamente el dia de la apertura vaginal
en comparacion con las hebras del grupo vehiculo, y con esto retarda la aparicion
del ciclo reproductivo en las hembras que fueron expuestas durante la gestacion.
Por otra parte, PFOS retarda aun mas el dia de apertura vaginal en comparacion al
grupo DHT (Fig. 7).
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Fig. 7.- PFOS y DHT retardan la apertura vaginal. (media + desviacion estandar) ( * =
diferencia estadisticamente significativa con el grupo vehiculo, a = diferencia
estadisticamente significativa con el grupo DHT, P<0.05).
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10.2.2 Ciclo estral.

La duracion del ciclo estral de raton CD-1 en condiciones controladas en bioterio es
de aproximadamente 4 dias [29]. El ciclo estral de las hembras expuestas a los
diferentes tratamientos fue registrado desde el dia de la apertura vaginal durante
20 dias con tres observaciones al dia (mafiana, tarde y noche). Las hembras del
grupo vehiculo (a) presentan una distribucion homogénea en la aparicion de las
etapas del ciclo estral donde, después del estro, se observa la llegada del
metaestro, diestro y proestro consecutivamente, para después reiniciar el ciclo.

En cuanto a los grupos DHT (b) y PFOS (c), la distribucidon de las etapas del ciclo
estral es heterogénea, donde se observa que la frecuencia de aparicion de diestro
dentro de las hembras que conformaron los grupos es mayor en comparacion al
grupo vehiculo, esto demuestra que el ciclo estral de hembras expuestas a DHT y

PFOS son més largos (Fig. 8).
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Fig. 8.- Histogramas de la distribucion de las etapas del ciclo estral (proestro, estro,
metaestro y diestro) de los grupos vehiculo, DHT y PFOS durante 20 dias a partir de la
apertura vaginal. (M= mafiana, T= tarde, N= noche).
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10.2.3 Duracién de las etapas del ciclo estral.

Debido a que la distribucion en las etapas del ciclo estral en las hembras expuestas
a DHT y PFOS resulta alterada, es importante determinar cuales etapas son
diferentes en comparacion al grupo control. Para esto se determin la frecuencia de
aparicién de las etapas durante el ciclo en el total de todas las observaciones
durante los 20 dias de seguimiento. Los resultados muestran que la duracion del
metaestro durante el ciclo disminuye en el grupo DHT y PFOS en comparacion con
el grupo control. Por otra parte, la duracion del diestro aumenta significativamente
en el grupo PFOS en comparacion con el grupo vehiculo y DHT (Fig. 9).
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Fig. 9.- Frecuenciade aparicion del estro, metaestro, diestro y proestro de los grupos
vehiculo, DHT y PFOS (media * desviacion estandar) ( * = diferencia estadisticamente
significativa con el grupo vehiculo, a = diferencia estadisticamente significativa con el grupo
DHT, P<0.05).
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10.3 Exposicion gestacional a PFOS y el modelo para SOP mediante la exposicién a
DHT elevan los niveles séricos de testosterona en hembras adultas.

Tras la exposicién a PFOS durante la gestacion, las hembras adultas del grupo
PFOS presentan niveles de testosterona en suero elevados, al igual que las
hembras del grupo DHT. Mientras que estradiol y progesterona no presentan
diferencias estadisticamente significativas. La progesterona presenta disminucion
importante en los grupos DHT y PFOS, sin embargo, no resulta estadisticamente

significativo (Fig. 10).

Niveles séricos de hormonas esteroides

a) Estradiol b) Progesterona c) Testosterona
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Fig. 10.- Efecto de la exposicién a PFOS y DHT sobre los niveles séricos de estradiol,
progesterona y testosterona a los 120 dias de edad. PFOS eleva los niveles de
testosterona en suero al igual que el modelo para SOP por exposicién a DHT. (media +
desviacién estandar) ( * = diferencia estadisticamente significativa con el grupo vehiculo,
P<0.05).
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10.4 La exposicion gestacional a PFOS afecta el desarrollo folicular en hembras
adultas de forma similar al modelo para SOP por hiperandrogenizacién con DHT.

El desarrollo folicular de hembras adultas que fueron expuestas a PFOS durante la
gestacion se afecta de forma similar a las hembras del grupo DHT.

Se observé una disminucion estadisticamente significativa en el nimero de foliculos
secundarios, y foliculos antrales de ambos grupos en comparacion con las hembras
del grupo vehiculo. Sin embargo, los foliculos en etapas tempranas en la formacién
del antro no mostraron diferencias. Se observo que las hembras del grupo PFOS
desarrollaron menor numero de cuerpos lateos (indicador de ovulacion) en
comparacion con el grupo vehiculo, pero no hubo diferencias significativas en
comparacion con el grupo DHT (Fig. 11).

Los cortes de ovarios de 120 dias de las hembras expuestas a PFOS muestran
mayor cantidad de foliculos atrésicos (Fig. 12), de la misma forma que los ovarios
de las hembras expuestas a DHT, en comparacion con los ovarios del grupo
vehiculo, En cortes histolégicos de hembras expuestas a PFOS y DHT observamos
la presencia de foliculos atrésicos, sin embargo, este resultado no fue sometido a

un analisis estadistico
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Fig. 11.- Efecto de PFOS y DHT sobre el desarrollo folicular en ovarios de ratones
hembra de 120 dias de edad. PFOS causa alteraciones en el desarrollo folicular
disminuyendo el nimero de foliculos secundarios y antrales, y puede afectar la ovulacion
ya que se reducen también el nUmero de cuerpos liteos. (media + desviacion estandar) (
+ = diferencia estadisticamente significativa con el grupo vehiculo, P<0.05).
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a) Vehiculo

Fig. 12.- Efecto de PFOS y DHT sobre la morfologia ovarica a 120 dias de edad. FS:
Foliculo secundario; AT: Antral temprano; FA: Foliculo antral; CL: Cuerpo luteo; FA:
Foliculo atrésico. Tanto los ovarios del grupo PFOS, como del grupo DHT muestran una
morfologia alterada ya que se pueden observar una gran cantidad de foliculos atrésicos.
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11. Discusion.

Los modelos en roedores para SOP basados en hiperandrogenizacién con DHT
expuestos durante la gestacion no presentan alteraciones sobre la masa corporal
en contraste con aquellos modelos de exposicion prepuberal donde se ha
observado incremento de este parametro. [49]. Por lo tanto, la exposicion in Utero
es un buen modelo para el estudio de SOP.

Numerosos estudios realizados en humanos relacionan altas concentraciones de

compuestos perfluorados como PFOA y PFOS en suero de mujeres embarazadas
y bajo peso de la descendencia al nacimiento, lo que podria deberse a una relaciéon
causal [53, 54, 55]. Sin embargo, los estudios hechos en humanos no permiten
realizar un seguimiento en los recién nacidos a lo largo de su vida por lo que es
dificil decir si existen alteraciones de este tipo en la pubertad o la vida adulta que
se relacionen con la exposicion gestacional a estos contaminantes. Por esta razon
se han realizado diferentes modelos in vivo e in vitro donde se evidencia que dichas
alteraciones en el peso de neonatos se relacionan con problemas de
hepatotoxicidad [54], debido a que el higado es uno de los principales reservorios

donde se bioacumulan los compuestos perfluorados.

Esta bien documentado que PFOS puede causar hepatotoxicidad y provocar
esteatosis hepéatica, hepatomegalia, hiperplasia hepatocelular y dafio oxidativo de
los hepatocitos [56, 57, 58, 59, 60, 61, 62]. Ademas, se registran anomalias en el
metabolismo general de lipidos, &cidos grasos, colesterol, triglicéridos y B-
oxidacion, asi como alteraciones en otras partes del metabolismo como en el ciclo
de Krebs y el metabolismo general de la glucosa. [63, 64, 65, 66]. A su vez puede
traer como consecuencia problemas en el equilibrio energético de los organismos,
asi como resistencia a la insulina y eventualmente diabetes tipo dos. Sin embargo,
todos estos estudios realizados en su mayoria en modelos roedores utilizan dosis

cronicas donde la exposicion puede ser desde el nacimiento hasta el inicio de la
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etapa reproductiva o durante toda la gestacion, aunado a esto, las dosis utilizadas
de PFOS son elevadas desde 10 hasta 20 mg/kg/dia [54].

En este trabajo se demostro que la exposicion a PFOS durante la gestacion puede
causar disminucién en el peso de hembras de la cepa CD-1 desde el nacimiento
hasta los 20 dias de edad, donde aun no se ha iniciado la etapa reproductiva, sin
embargo, en las hembras postpuberes de 40 dias de edad esta caracteristica
parece invertirse demostrando que las hembras expuestas a PFOS registran una
mayor ganancia de peso en comparacion con las hembras del grupo vehiculo. Este
cambio en el peso puede deberse a la activacion del eje hipotdlamo-hipofisis-
gonada, entre otros factores, ya que la liberacion de diferentes hormonas puede
interferir en el metabolismo, estado energético y finalmente en la reproduccion [54,
67]. Sin embargo, cuando comparamos los efectos de PFOS con las hembras del
grupo DHT podemos observar que, desde el nacimiento hasta los 120 dias de edad,
las hembras del grupo PFOS registran un menor peso, ya que en el grupo DHT este

pardmetro es mayor.

Los estudios previos sobre la exposicion a PFOS y la talla de los animales son poco
contundentes ya que pueden o no reflejar resultados dependiendo de la dosis, la
via de administracién y el tiempo de vida en el que los animales son expuestos, sin
embargo, un modelo similar en ratas registra menor talla hasta las 9 semanas de
edad [52, 68]. Se sabe que la exposicién a PFOS en diferentes modelos de estudio
altera la funcién de la tiroides, disminuye la triyodotironina (T3) y tiroxina (T4), lo
cual afecta el metabolismo energético, la termogénesis, el desarrollo del sistema
nervioso central y el sistema esquelético [52, 68, 69, 70]. Este trabajo reporta
disminucién en la talla de las hembras expuestas a PFOS Unicamente al nacimiento
y a los 120 dias de edad en comparacion con el grupo vehiculo, mientras que DHT
produce incremento al nacimiento 20, 40 y 90 dias. De forma general, PFOS
disminuye el peso en la talla cuando se compara con el modelo DHT al nacimiento,
20 y 40 dias de edad.
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Como ya se mencioné anteriormente cuando las mujeres adolescentes cursan con
SOP presentan incremento de masa y acumulacion de grasa en la zona abdominal.
En el presente trabajo estimamos la ganancia de masa a través de la medicion del
IMC. Las hembras adultas a 120 dias de vida registran un mayor IMC en
comparacion con el grupo vehiculo, Por el contrario, el grupo experimental PFSO
disminuye el IMC a los 20 dias y aumenta a los 40 dias de edad, este cambio puede
estar relacionado al cambio en el metabolismo al entrar a la etapa reproductiva. La
exposicion a PFOS y DHT muestran diferencias a los 20 y 120 dias de edad, siendo
menor en el grupo PFOS.

A pesar de los numerosos reportes de que PFOS causa un crecimiento del higado
y diferentes alteraciones hepaticas, en este estudio no observamos diferencias
significativas entre el peso fresco del higado y el peso relativo del higado en las
hembras de 120 dias de edad, tratadas con PFOS, cuando se comparar con el
grupo vehiculo. Sin embargo, El peso del higado es menor en las hembras

expuestas a PFOS en comparacion con las hembras del grupo DHT.

En resumen, la exposicion a PFOS muestra resultados diferentes en cuanto a los
patrones morfométricos en cuanto al modelo para SOP por hiperandrogenizacion
con DHT durante la gestaciéon. Aun con esto, es claro que PFOS puede alterar el

metabolismo reflejando alteraciones en los patrones analizados.

Por otra parte, la DAG es indicador de exposicion a androgenos durante el
desarrollo embrionario-fetal en mamiferos. Pocos estudios han examinado la
asociacion entre la exposicion prenatal a compuestos perfluorados y DAG y los
resultados han sido inconsistentes. Este parametro suele ser indicativo de
alteraciones hormonales relacionados con la exposicion de andrégenos o
problemas con sus receptores durante la gestacion en machos, cuando las hembras
exhiben una mayor distancia anogenital suele atribuirse a la sobre exposicion

androgénica [71, 72].
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En este estudio la DAG de las hembras expuestas a PFOS en general resulté ser
menor que en las hembras del grupo vehiculo, por el contrario, el grupo DHT
incremento de la distancia anogenital. La disminucién en la distancia anogenital de
las hembras expuestas a PFOS puede deberse més bien a efectos teratogénicos y
no a elevadas concentraciones de androgenos durante la gestacion [14, 42, 45, 46].

Los primeros sintomas de SOP se presentan, con la llegada de la pubertad. Se
sabe que la mayoria de las mujeres con este padecimiento presentan un retardo en

la menarca y ciclos reproductivos irregulares con oligo o amenorrea [3, 4, 5]

Un estudio realizado por Du y colaboradores en 2019 donde se utilizaron ratas
Sprague-Dawley, se determiné que tras la exposicion a PFOS en etapa juvenil, las
hembras presentan apertura vaginal anticipada en comparacion con el grupo control
en dosis de 0.1, 1 y 10 mg/Kg durante 5 dias (desde el dia 26 al 30 de edad),
mientras que con otro perfluorado (PFOA), no se registraron diferencias en cuanto
al dia de apertura vaginal, mencionando que este parametro reproductivo podria
verse alterado por diferentes contaminantes ambientales y no por el periodo de

exposicion [73].

En el presente estudio se demostrd que la exposicion a PFOS en etapas tempranas
del desarrollo gonadal durante la gestacién retarda el inicio de la etapa reproductiva,
evidenciando que el periodo de exposicion es un factor importante para los
pardmetros reproductivos, mientras que las hembras expuestas a DHT presentan
un resultado similar, donde se retarda la apertura vaginal.

El hecho de presentar retardo en el inicio de la etapa reproductiva esta relacionado
con la correcta sefializacion hormonal, ya que no solo encontramos diferencias en

la apertura vaginal, sino también en el ciclo estral.
Los ritmos circadianos y los ciclos reproductivos estan intimamente relacionados

con el control endocrino en sus diferentes niveles. En mamiferos, estos procesos

no solo marcan el inicio de la pubertad, también regulan la aparicion del estro y los
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periodos de inactividad reproductiva [74, 75]. Esta claro que la exposicion a DHT y
PFOS alteran el ciclo estral de forma similar, haciéndolo irregular, mas largo y con

diestros prolongados.

En este trabajo demostramos que la exposicion a PFOS durante la gestacion
retarda el dia de apertura vaginal y alteran el ciclo reproductivo de las hembras de
forma semejante al modelo para SOP. La exposicion a PFOS durante la gestacion
pag. 49 induce problemas de ovulacion que podria tener relacion con oligo o
amenorrea. Diferentes estudios en roedores relacionan la exposicién a PFOS con
niveles séricos alterados de hormonas esteroides [26, 73]. Dependiendo de los
diferentes grados de SOP en general se pueden presentar, andrégenos y

estrogenos elevados y progesterona reducida en suero de mujeres con SOP.

La bibliografia disponible actualmente acerca del efecto de compuestos
perfluorados sobre la regulacion hormonal y esteroidogénesis se enfoca en estudios
in vitro y modelos roedores en machos. Se sabe que la exposicién a estos
contaminantes produce bajos niveles de testosterona y altos niveles de estradiol en
ratas macho [76], sin afectar los niveles de hormona luteinizante u hormona foliculo
estimulante [77]. A pesar de los numerosos estudios sobre la exposicion a PFOS y
las hormonas reproductivas, los resultados siguen siendo poco claros [78].

Se sabe que PFOS puede inhibir algunas enzimas que participan en la sintesis de
androgenos tanto en modelos de roedores in vivo y humanos [77, 79, 80]. Los datos
apuntan a que la biosintesis de testosterona se altera en parte por la via de
sefalizacion CREB / CRTC2 / StAR que se ve afectada tras la exposicién a
diferentes concentraciones de PFOS en modelos de roedores macho. Al final,
PFOS disminuye significativamente los niveles de ARNm testicular de StAR, pero
no de otras enzimas que participan en la sintesis de hormonas esteroides, como
P450scc, P450c17, HSD3B, HSD173 y P450arom [81, 82].
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Los trabajos realizados con diferentes tipos de lineas celulares mencionan que
parte de las alteraciones hormonales de los compuestos perfluorados se debe a la
accion que estos compuestos tienen sobre los receptores de andrégenos y

estrogenos [83, 84].

Como se mencion0 anteriormente, los estudios se enfocan en la reproduccion
masculina, por lo que los datos sobre las alteraciones endocrinas de PFOS en
hembras son escasos y poco consistentes. Aun asi, se sabe que PFOS puede
alterar las funciones tiroideas, regularidad del ciclo menstrual y provocar
insuficiencia ovarica prematura, en diferentes poblaciones en todo el mundo [85].
PFOS esta asociado con niveles de testosterona bajos y se asocia negativamente
a los niveles séricos de globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) en
adolescentes [86, 87]. Sin embargo, en mujeres adultas, PFOS se asocia con
niveles elevados de testosterona en suero, lo que podria depender de los cambios
gue ocurren durante la pubertad en la sefializacion del eje hipotalamo-hipofisiario-

ovarico [88].

Por otra parte, los estudios realizados en roedores hembras sugieren que la
exposicion a PFOS durante el desarrollo embrionario-fetal podria afectar de forma
negativa la reproduccion femenina a través de cambios en el desarrollo y la funcion
ovarica [89]. Uno de los principales candidatos para estas afectaciones es la
hormona antimulleriana (AMH) que ayuda a regular el proceso de maduracién del
foliculo ovérico [90]. Los niveles de AMH estan fuertemente correlacionados con el
namero de foliculos ovéaricos primordiales o en reposo que se forman durante el
desarrollo fetal [91]. En mujeres con SOP, se suelen encontrar concentraciones
elevadas de AMH en comparacion con mujeres sanas, sin embargo, los estudios
de asociacion entre las concentraciones plasmaticas de PFOS y los niveles de AMH

no arrojan resultados consistentes [92].

En el presente estudio no encontramos cambios estadisticamente significativos en

las concentraciones séricas de estradiol, progesterona y testosterona al realizar la
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comparacion entre los grupos PFOS y DHT. La concentracion sérica de
testosterona de los grupos PFOS y DHT increment6 en comparacion con el grupo
vehiculo. No hubo diferencias entre los grupos PFOS y DHT en comparacion con
el grupo vehiculo para las concentraciones de estradiol y progesterona. Es
importante mencionar que existe una marcada disminucion de progesterona tanto
en el grupo DHT como en PFOS, sin embargo, no resulta estadisticamente
significativo. La administraciéon de PFOS durante etapas tempranas de la gestacion
produce un incremento de la concentracion sérica de testosterona similar al modelo

de SOP por administracion de DHT.

Existen diferentes estudios donde se observan concentraciones elevadas en suero
de diferentes contaminantes ambientales en mujeres con SOP, pero pocos evaltan
a los compuestos perfluorados. Sin embargo, Vagi y colaboradores en 2014
informaron que los niveles de PFOS son mas altos en suero de mujeres con SOP
cuando se compara con mujeres sanas [93, 94, 95]. Para evaluar el efecto de estos
contaminantes (que pueden actuar como disruptores endocrinos) sobre la
reproduccion femenina, se han realizado diferentes modelos en roedores, por
ejemplo; la exposicién a bisfenol A, da como resultado alteraciones similares a SOP
donde se pueden encontrar niveles elevados de testosterona y estradiol,

anovulacion, quistes ovaricos y aumento en la pulsatilidad de GnRH [42, 94].

En cuanto a los modelos para el estudio de SOP, se ha observado que la exposicidon
a andrégenos exdgenos e inhibidores de aromatasa en diferentes periodos de la
gestacion en roedores, arrojan resultados similares; como ciclos estrales
irregulares, niveles elevados de testosterona en suero, un aumento en el nimero
de foliculos antrales, una disminucion en el nimero de foliculos preovulatorios y
cuerpos lateos, aumento en el numero de foliculos atrésicos y la aparicion de
quistes foliculares [96, 97]. Pocos estudios han investigado el sistema reproductivo
femenino en relacion con una alta exposicion a compuestos perfluorados, sin

embargo, se sabe que la exposicion a PFOS en roedores neonatos causan una
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reduccion en el nimero de foliculos secundarios y reducen el nimero de foliculos

en crecimiento en el ovario [73].

Estudios de asociacion recientes en diferentes poblaciones informan efectos
adversos de los compuestos perfluorados (en particular PFOS) sobre la funcién
ovarica [98]. En EE. UU., se descubrié que nifias con altas concentraciones de
PFOS en suero presentaron un inicio tardio en la pubertad y un inicio temprano en
la menopausia [99]. A pesar de ello, es escasa e inconsistente la evidencia cientifica
que muestre a los perfluorados como compuestos de interés que pueden producir
trastornos reproductivos femeninos [93, 94, 95, 100, 101, 102, 103,104]. Algunos
estudios observacionales demuestran que los compuestos perfluorados pueden
retrasar la menarca, interrumpir el ciclo reproductivo, causar menopausia precoz e
insuficiencia ovarica prematura, alterando también los niveles de hormonas
esteroides en suero [85, 105, 106, 107, 108].

Estudios experimentales han demostrado que PFOS causa agotamiento de la
reserva ovarica, que se traduce como reduccion en los foliculos ovaricos [73, 109,
110, 111]. En roedores, las hembras adultas expuestas a 0.1 mg de PFOS / kg / dia
administrados a través de sonda durante 4 meses tuvieron una disminucién en el
namero de foliculos preovulatorios y un aumento en el nimero de foliculos atrésicos
[112]. Ya mencionamos las alteraciones en StAR, y este efecto se propone como
una de las causas en los defectos de la maduracién folicular [98, 111, 113]. Sin
embargo, el efecto exacto de los factores ambientales sobre la disfuncién ovulatoria
en mujeres con SOP sigue sin estar claro [114].

La formacion de los foliculos primordiales y el desarrollo folicular ocurre durante las
Gltimas etapas del desarrollo fetal en humanos, pero estos procesos ocurren
después del periodo posnatal temprano en roedores; por lo tanto, es posible que
los resultados obtenidos en modelos de roedores no se traduzcan directamente a
los humanos [115, 116, 117, 118]. La produccion prematura de andrégenos puede

explicar la detencién del desarrollo del foliculo antral en el SOP. A pesar de esto,
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los foliculos de mujeres anovulatorias con SOP siguen sintetizando hormonas
esteroides [119].

Los criterios de Rotterdam generan 4 fenotipos de SOP: SOP clasico con tipo A,
hiperandrogenismo + ciclos intermitentes / ausentes (disfuncion ovulatoria) +
morfologia de ovario poliquistico; tipo B, hiperandrogenismo + disfuncion ovulatoria;
tipo C, hiperandrogenismo + morfologia de ovario poliquistico; y tipo D, disfuncién
ovulatoria + morfologia de ovario poliquistico [1]. Sin embargo, no hay diagndsticos
clinicos veterinarios especificos de especie para el SOP, por lo que las especies no
humanas no pueden presentar SOP por definicion.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos demuestran que, si bien PFOS no
promueve la aparicion de quistes foliculares en el ovario, si disminuye el nimero de
foliculos, tanto secundarios como antrales. Esto se puede ligar con disfuncion
ovarica prematura, ya que muchos de estos foliculos que deberian madurar se

transforman en foliculos atrésicos.

Por lo tanto, la exposicion gestacional a PFOS en etapas tempranas de gestacion
podria estar asociado con el desarrollo de SOP de tipo B. Sin embargo, se
necesitan realizar mas estudios para determinar si las alteraciones ocasionadas por
la administracién de PFOS son aisladas, o estan relacionadas directamente con el
desarrollo de SOP.
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12. Conclusiones.

El sulfonato de perfluorooctano altera el desarrollo de raton CD-1 de forma diferente
al modelo para SOP por la exposicion a DHT. En cuanto a los patrones
morfométricos: El peso, talla e IMC de las hembras resulté ser menor durante el
desarrollo de los organismos en el grupo expuesto a PFOS, por el contrario, las
hembras expuestas a DHT mostraron un aumento en estos parametros. PFOS
demostré reducir la distancia anogenital, mientras que DHT la aumentd. La
disminucién causada por PFOS en este parametro se puede asociar con
insuficiencia ovérica, alteracion que se presenta también en mujeres con menor
DAG. DHT, al aumentar los niveles de andrégenos durante la gestacion, aumenta
la DAG de la descendencia femenina. Los pardmetros reproductivos: dia de
apertura vaginal, ciclo estral y los niveles hormonales arrojaron resultados similares
en ambos grupos. PFOS retardo el dia de apertura vaginal, alterando también la
duracion del ciclo estral presentando diestros mas largos, ciclos irregulares y
aumento los niveles de testosterona en suero. PFOS alter6 el desarrollo folicular y

las hembras presentaron insuficiencia ovarica prematura.

La exposicion a PFOS puede estar relacionado con el desarrollo de patologias
asociadas con SOP tipo B como niveles elevados de andrégenos en suero e
irregularidades en los ciclos reproductivos alterando la ovulacion. Sin embargo, no
desarrolla quistes ovaricos. Estos estudios podrian ser complementados analizando
los niveles de otras hormonas como la AMH, LH y FSH, asi como andlisis en la
expresion de RNAs mensajeros que podrian estar relacionados con el metabolismo
de SOP y que son alterados por la exposicién a PFOS.
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