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RESUMEN

Introduccion: Los parabenos (PBs) son ésteres de acido p-hidroxibenzoico,
clasificados segun la cadena alquilica, de los cuales el MePB y el PrPB son los de
uso mas frecuente, ademas en forma conjunta. Todos los miembros de esta clase
de compuestos comparten un anillo de benceno, un grupo hidroxilo y un grupo éster.
Los PBs son ampliamente utilizados como antibacterianos y fungicidas en alimentos
y productos de cuidado personal como pastas dentales, productos capilares,
desodorantes, cremas Yy lociones. Su uso indiscriminado ha permitido que sean
detectados en diferentes ecosistemas, por lo que tanto humanos como otros
organismos se encuentran altamente expuestos. Un aspecto importante de los PBs
es que se han catalogado como disruptores endocrinos, los cuales pueden alterar el
equilibrio normal de los sistemas endocrinos, ya que se unen a los receptores de
estrogeno debido a que son estructuralmente similares provocando desordenes

hormonales y problemas de fertilidad.

Ademas, cuando la exposicion a productos de cuidado personal que contienen PBs
se aplica frecuentemente sobre la piel, estos, se acumulan en los tejidos subyacentes
como en el tejido mamario mostrando funciones antagonistas al receptor de estradiol,
lo que confirma las fuertes actividades de union de los PBs a receptores, asi como
su papel en la carcinogénesis de mama humano. El conocimiento de los efectos del
PrPB es importante ya que se sabe poco de la parte reproductiva. Por lo que el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del PrPB, en concentraciones de 0, 25,

50, 100, 150 y 300 uM durante el proceso del DE in vitro en el modelo porcino.

Resultados: Se hicieron cinco ensayos con 50 ovocitos por pozo. Después de 144
h de DE se determind el nUmero total de embriones desde etapa de dos blastomeros
hasta blastocisto tardio. En el grupo control se obtuvo la mayor cantidad de
embriones en estado de blastocisto, estos se apreciaron de buena calidad, mientras
que a medida que aumento la concentracion de PrPB hubo un descenso de forma

concentracion-dependiente en el DE al igual que en la viablidad la cual presentd



diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones de 100, 150 y 300
MM. De acuerdo con lo observado a esas concentraciones se encontraron embriones
con dafios en el numero de blastdmeros, zona peltcida, fragmentacion de cromatina

y blastdbmeros anucleados. La estimacion de la concentracion letalso fue de 145 uM.

Conclusion: La exposicion del PrPB durante el DE in vitro en el modelo porcino
produjo alteraciones en los embriones, provocando un descenso en la viabilidad en
correlacion con el aumento en la concentracion, los embriones que estuvieron
expuestos a altas concentraciones de PrPB (100 y 150 uM) mostraron un retraso o
suspensién del desarrollo temprano y aquellos que se vieron mas afectados (300
uM) no lograron contrarrestar el dafio para continuar con el desarrollo por lo que se

infiere que se programaron a apoptosis.



ABSTRACT

Introduction: Parabens (PBs) are esters of p-hydroxybenzoic acid, classified
according to the alkyl chain, of these MePB and PrPB are the most frequently used,
along or mixed. All members of this kind of compounds share a benzene ring, a
hydroxyl group, and an ester group. PBs are widely used as antibacterials and
fungicides in foods and personal care products such as toothpastes, hair products,
deodorants, creams and lotions. Their indiscriminate use has allowed them to be
detected in different ecosystems, so both humans and other organisms are highly
exposed. An important aspect of PBs is that they have been classified as endocrine
disruptors, which can alter the normal balance of the endocrine systems, since they
bind to cells estrogen receptors because they are structurally similar, causing
hormonal disorders and fertility problems.

Furthermore, when exposure to personal care products containing PBs is frequently
applied to the skin, they accumulate in underlying tissues such as breast tissue,
showing antagonic functions to the estradiol receptor, confirming the strong binding
activities of the PBs. PBs receptors as well as their role in human breast
carcinogenesis. Knowledge of the effects of PrPB is important since little is known
about the reproductive system. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
effect of PrPB, at concentrations of 0, 25, 50, 100, 150 and 300 pM during the in

vitro embryo development process in the porcine model.

Results: Five trials were done with 50 oocytes per well. After 144 h of embryo
development, the total number of embryos from the two blastomere stage to the late
blastocyst was determined. In the control group, the greatest number of embryos
were obtained in the blastocyst stage, these shown of good quality, while as the
concentration of PrPB increased, there was a concentration-dependent decrease in
the embryo development as well as in viability. Which had a statistically significant
difference in the concentrations of 100, 150 and 300 uM. At these concentrations,

embryos shown damage in the number of blastomeres, zona pellucida, appearance



chromatin fragmentation and enucleated blastomeres. The estimate of the LCso was
145 pM.

Conclusion: The exposure of PrPB during in vitro embryo development in the
porcine model, shown viability decrease in correlation with the increase in
concentration, embryos that were exposed to high concentrations of PrPB (100 and
150 uM) showed a delay or suspension of early development and those who were
most affected (300 uM) were unable to counteract the damage to continue

development, so it is inferred that they were programmed for apoptosis.
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1.Introduccién

1.1 Reproduccion en mamiferos

La reproduccién es una caracteristica esencial de los seres vivos, que a lo largo
del tiempo les ha permitido perpetuar las caracteristicas de sus progenitores, que
les brindan la capacidad de adaptarse y responder a los cambios ambientales
(Carlson, 2019).

1.1.1 Gametogénesis

La reproduccion inicia con la formacion de los gametos durante el desarrollo
embrionario (DE), con la gametogénesis que es el proceso mediante el cual se
desarrollan los gametos masculinos (espermatozoides) y femeninos (ovocitos), al
concluir este proceso los gametos seran genotipicamente y fenotipicamente
maduros y capaces de participar en el proceso de fertilizacion (Arteaga y Garcia,
2017). La maduraciéon de los gametos masculinos ocurre a través de la
espermatogénesis, que se inicia desde la pubertad con la maduracion de
espermatogonias; cada una de ellas originan cuatro células hijas, para asi formar
millones de espermatozoides. En cambio, la ovogénesis (maduracion de los
gametos femeninos) se inicia desde el periodo fetal y después de permanecer
latente durante la infancia, al llegar a la pubertad se reinicia para formar una célula

madura (ovocito) en cada ciclo sexual (Serna, 2012).

La gametogénesis se divide en cuatro fases i) el origen extraembrionario de las
células germinales y su migracion a las gbnadas, ii) el aumento del numero de las
células germinales mediante mitosis, iii)) la reduccion del nimero cromosdémico
mediante meiosis y iv) la maduracion estructural y funcional de los ovocitos y los

espermatozoides (Carlson, 2019).

En el ser humano las células germinales primordiales migran desde el saco vitelino

através del alantoides, el intestino caudal y su mesenterio dorsal; al llegar a la cresta



gonadal durante la sexta semana de embarazo en donde se diferencian a células
madre espermatogonias en el varon y ovogonias en la mujer (Arteaga y Garcia,
2017) en el caso de la mujer, todos los ovocitos han iniciado la profase | de la
meiosis |, pero estos estan detenidos en la fase de diploteno manteniéndose en
estado de arresto hasta después de la pubertad. Hasta este momento hay
aproximadamente de entre 600 000 y 800 000 ovocitos inmaduros, durante la
infancia la mayoria se vuelven atrésicos, llegando a la pubertad unos 40 000, de los
cuales so6lo 400 y 500 llegaran a la ovulacion durante la menstruacion uno por mes

hasta el final de la fertilidad (Sadler y Langman, 2012).

1.1.2 Ovogénesis y foliculogénesis

La ovogénesis y la foliculogénesis son dos procesos que ocurren simultaneamente
dentro del foliculo ovérico, y que son esenciales para la produccion de un ovocito

maduro (Figura 1) (Sadler y Langman, 2012).

La ovogénesis ocurre en los ovarios y se inicia en el periodo embrionario cuando a
partir de las ovogonias se forman los ovocitos primarios, los cuales en este periodo
entran en la meiosis | y se detienen en la etapa de diploteno, de la profase
permaneciendo asi hasta el periodo posnatal. A partir de la pubertad (12-15 afios
en las mujeres), en periodos ciclicos de aproximadamente 28-30 dias, un grupo de
ovocitos primarios reanudaran la meiosis I, la terminaran y entraran en la meiosis |l,

transformandose asi en un ovocito secundario (Arteaga y Garcia, 2017).

En los mamiferos durante la foliculogénesis, el ovocito primario madura,
modificando su estructura y almacenando moléculas sintetizadas por él o
ingresadas desde las células foliculares. La zona pelucida aumenta de tamafio y de
grosor. La sintesis de ARNm queda finalmente bloqueada; por lo que, el ovocito
debe tener previamente almacenada la informacion en el ARNm necesaria para

completar la meiosis y llevar a cabo la fecundacién y las primeras etapas de la



embriogénesis. Uno o dos dias antes de la ovulacién, la hormona luteinizante (LH)
en el caso de las mujeres, y estradiol (E2) en las cerdas, desencadena la
reactivacion de la meiosis en el ovocito madurado durante la foliculogénesis. Asi el
ovocito primario evoluciona a secundario y este inicia la meiosis Il, pero este queda
detenido en metafase Il, dando como resultado un ovocito maduro apto para la
fecundacion. Solo al ser fecundado por el espermatozoide, concluye la meiosis Il y
se transforma en el 6vulo (Morales, 2020).
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Figura 1. Etapas de la foliculogénesis y ovogénesis modificado de Siu, 2021.



En la mayoria de los mamiferos domésticos el desarrollo de las ovogonias y ovocitos
se lleva a cabo durante la primera mitad de la gestacion. En la cerda, la ovogénesis
se extiende hasta las primeras semanas después del nacimiento (24 a 25 dias
posteriores). Ademas, la transformaciéon de ovogonias en ovocitos es mas lenta en

cerdas que en otras especies (Casillas, 2014).

1.1.3 Maduracion del ovocito

La maduracion del ovocito consta de dos procesos: la maduracion meiotica o
nuclear y la citoplasmatica. La primera se refiere al avance del ovocito desde el
estado de diploteno de la primera profase (primer arresto meiotico) hasta la
metafase Il de la segunda division meidtica (segundo arresto mei6tico). El reinicio
de la meiosis se presenta después del aumento preovulatorio de la LH, al promover
el progreso del ovocito a la metafase Il. Esta etapa se caracteriza por el rompimento
de la vesicula germinal (Profase 1) y la expulsion del primer cuerpo polar. El evento
que es necesario para la reanudacion de la meiosis es la expansion de las células
del cimulo, la cual es causada por la produccion de acido hialurénico procedente
de estas células en respuesta al aumento de gonadotropinas (Ducolomb, et al.,
2012).

La maduracién citoplasméatica, se adquiere después que el ovocito es
meidticamente competente (Casillas, 2014), es un proceso que implica una serie de
sucesos no relacionados directamente con el progreso de la meiosis, pero que

preparan al ovocito para su fertilizacién y DE subsecuente.

En este proceso, entre otros se produce una redistribucion de las mitocondrias a
una posicién perinuclear y redistribucién de los granulos corticales hacia la periferia,

gue es necesaria para el progreso de la maduracion (Teteltitla, 2014).
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Figura 2. Esquema representativo de los componentes de un foliculo maduro,
en su interior se observa un ovocito secundario rodeado por la zona pellcida y
su primer cuerpo polar. Tomado de Lépez-Serna, 2011.



1.1.4 Arresto meiotico

Las células del cumulo que rodean al ovocito son las responsables de arresto
meidtico a través de la produccion y liberacion de moléculas como el AMPc o purinas
como adenina e hipoxantina. Estas sefiales de inhibicion de las células foliculares
pueden transmitirse al ovocito, a través de las uniones comunicantes entre las
células de la corona radiada y el ovocito que atraviesan la zona pelucida (Turathum,
2021).

Los niveles elevados de AMPc, suministrado por las células foliculares, mantienen
la detencién del ovocito en profase | y solo es liberado del efecto inhibitorio cuando
se interrumpe la comunicacion a través de las uniones comunicantes por lo que los
niveles de AMPc descienden. Esta disminucion va a inactivar a la proteincinasa
dependiente de AMPc (PKA) y a través de una cascada de sefializacion, se activa
una fosfatasa que desfosforila al factor promotor de la maduracién (FPM) (Casillas,
2014).

1.1.5 Mecanismo de arresto meidtico del ovocito

El incremento de AMPc en las células de la granulosa murales y de la teca debido
a la hormona foliculo estimulante (FSH) aumenta la permeabilidad de las uniones
comunicantes para el paso del AMPc, la fosfodiesterasa esta inhibida y no degrada
al AMPc. Asi las proteinas CDC25 y Weel/Mytl mantienen inactivo al FPM, dicha
inactivacion resulta en el crecimiento del ovocito y arresto meiético en diploteno de
la profase I, hasta que se de la estimulacion por la LH, y su disminucion causa una

reanudacion parcial de la meiosis (Pan, 2019).



El alto nivel de AMPc, requerido para la detencién de los ovocitos en profase I, se
mantiene mediante la sintesis y difusiéon del AMPc en el ovocito a través de GPCR
y las uniones gap respectivamente. Los altos niveles de AMPc activan la PKA y esta
a su vez es regulada por AKAPS. La PKA a su vez regula la actividad de las
proteinas inhibitorias del factor promotor de la maduracién (MPF) como Weel/Mytl
que fosforilan el cdc2, manteniendo asi el MPF en su estado inactivo, lo que resulta
en una detencion meidtica. Ademas, la PKA fosforila la fosfatasa cdc25 impidiendo
que se localice en el nucleo y active el MPF (Aritro, 2013).
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Figura 3. Mecanismo de arresto mei6tico del ovocito modificado de Aritro, 2013.



1.1.6 Mecanismo de reanudacién meidtica del ovocito

La LH y su receptor LHR inducen la activacion de AMPc/PKA y se incrementan en
las células de la granulosa murales: la fosforilacion de la fosfodiesterasa (GMPc-
PDEDS), de factores de crecimiento epidérmico (EGF) y su secrecién, asi como la
expresion del receptor de estradiol ER.

La rapida fosforilacion de la fosfodiesterasa (cGMP-PDE5S) es responsable de
convertir el GMPc a 5"GMP lo que provoca la salida por difusion del GMPc y causa
la liberacion de la actividad de la enzima cAMP-fosfodiesterasa (CAMP-PDE) dentro
del ovocito, la cual cataliza al AMPc hacia AMP resultando en la reanudacion de la
meiosis (Pan, 2019).

Ovocito

Células del camulo Células de la granulosa murales

Figura 4. Mecanismo propuesto para la reanudaciéon meiética del
ovocito tomado de Aritro, 2013.

En el receptor de la hormona luteinizante (LHR) que se expresa en células de la
granulosa mural, la LH a través de una via dependiente de AMPc activa la liberacién



de ligandos del factor de crecimiento epidérmico (EGF) unidos a la membrana.
Estos ligandos actian de manera autdcrina y paracrina en las células del camulo a
travées del EGFR para activar las vias de sefializacion, incluida la MAPK,
promoviendo la maduracion de los ovocitos (Aritro, 2013).

1.1.7 Reproduccion asistida

Las tecnologias de reproduccion asistida (TRA) se refieren a los diferentes
procedimientos que, pueden reemplazar o colaborar en uno 0 mas pasos naturales
del proceso de reproduccion ( [IDH Instituto Intramericano de Derechos Humanos,
2008). En ese sentido, permite recuperar la capacidad reproductiva cuando ésta ha
sido afectada por algun tipo de patologia (Bonilla, 2009).

1.1.8 Fertilizacién in vitro

La fertilizacion in vitro (FIV) es uno de los tratamientos de mas frecuente aplicacion
(Ortiz y Acevedo, 2010), este consiste en poner en contacto a los espermatozoides
con los ovocitos en condiciones de laboratorio para lograr la fertilizacion y el DE
inicial fuera del organismo de la mujer en humanos y de hembras de otras especies
de mamiferos (SEF Sociedad Espafiola de Fertilidad, 2011).

Este procedimiento consta de cuatro etapas principales:
1) Las mujeres y hembras de otras especies de mamiferos se someten a
tratamientos para la superovulacion mediante estimulacién hormonal.

2) Por aspiracién mediante laparoscopia se obtienen los ovocitos préximos a su

maduracion y se recuperan por via vaginal.
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3) Se produce la fertilizacion de los ovocitos en el laboratorio y se desarrolla el
cigoto, el cual comienza a dividirse.
4) De 24 a 48 horas post-inseminacion, se implanta el embrién en el itero donde

contindia su desarrollo.

Otro aspecto importante para la FIV es el tiempo de co-incubacion de los gametos
ya que se ha establecido que este evento puede llevarse a cabo en un periodo de
6 h, aunque otros estudios indican que 3 h son suficientes en la especie porcina
(Casillas, 2014).

Ademas de usarse este método para la reproduccién, se utiliza para estudiar in vitro
diferentes aspectos celulares, bioquimicos y moleculares de la fertilizacién y DE.

Para hacer FIV en aspectos experimentales, se pueden obtener los ovarios de
hembras sacrificadas en el rastro para de ellos recuperar los ovocitos inmaduros y

llevar a cabo el proceso de maduracion.

1.1.9 Desarrollo embrionario

En las mujeres la etapa embrionaria comprende las ocho primeras semanas del
desarrollo prenatal y se divide en periodo presomitico (las tres primeras semanas
después de la fertilizacion) y periodo somitico (de la cuarta a la octava semana).
Una de las principales caracteristicas de estas ocho semanas es la rapidez con la
gue ocurren los cambios morfolégicos del embrién, tanto externos como internos,
que producen importantes modificaciones de un dia a otro. EIl DE humano se ha
dividido en 23 estadios que comprenden desde el momento de la fertilizacion hasta

el final de la octava semana de gestacion. (Arteaga y Garcia, 2017).

En los cerdos el desarrollo embrionario se ha dividido en 5 estadios que

comprenden desde el inicio de la fertilizacion hasta la union de pronudcleos en la
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singamia, posteriormente esta dividido por dias llegando al dia 5-6 para la formacion

del blastocisto y de 10 a 12 dias para la implantacion (Figura 5) (Llobat, 2021).

A \ % /
s —— S ! \\}Q\\ :V-;-V—;_ijfé' ; ~ =
Cigoto 2 células 4 células 8-16 células Mbrula Blastocisto
Porcino 0-50 h 24 h 72 h 72-80 h 80-96 h 5-6 dias
Humano 0-24 h 24 h 24-48 h 48-72 h 72-80 h 5-8 dias

Figura 5. Diferencias del DE en cerdo en comparacién con el humano
modificado de Llobat, 2021.

Durante los primeros 5-6 dias en porcinos y 5-8 dias en el humano después de la
fertilizacion y antes de la implantacion el cigoto se convierte en un blastocisto que
comprende una capa externa conocida como trofoblasto que encierra la cavidad del
blastocisto llamada blastocele, en la que se yuxtapone asimétricamente una
poblacién de células de la masa celular interna conocida como embrioblasto, este
contiene dos tipos de células el epiblasto y el hipoblasto que posteriormente se
distribuiran formando el disco embrionario bilaminar. Se sabe que las células del
epiblasto contribuyen a la formacién de tejidos del embriébn mientras que el

hipoblasto a las membranas extraembrionarias (Figura 6) (Rossant, 2022).
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Zona pelucida

Embrioblasto

Blastocele

Trofoblasto

Blastocisto temprano

Blastocisto tardio

Figura 6. Partes de un Blastocisto y diferencias notables de un temprano
y un tardio modificado de Arteaga y Garcia, 2017.

En general la morfologia del blastocisto temprano y el tardio es similar, solo que las
células del trofoblasto se han aplanado y el blastocele es mas grande en el
blastocisto tardio, ademas el adelgazamiento de la zona pellcida es mas evidente
al igual que el aumento en su tamafio (Arteaga y Garcia, 2017).

1.1.10 Calidad embrionaria

Una de las etapas en los tratamientos de FIV es la evaluacion de la calidad de los

embriones en el laboratorio.

No todos los embriones generados son aptos para transferir o vitrificar, ya que su
viabilidad puede estar comprometida. La principal finalidad de la seleccion
embrionaria es la de identificar al embriébn con la mayor capacidad posible de
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implantacion o en el caso de estudios experimentales determinar cuales son los
embriones de buena calidad durante su desarrollo en cultivo (Martinez-Saenz, et al.,
2023).

Para determinar cuales son los embriones de buena calidad, se tienen en cuenta
los parametros marcados por ASEBIR (Asociacion para el Estudio de la Biologia de

la Reproduccion). Estos son los siguientes:

I.  Numero de células o blastdmeros y ritmo de division
. Porcentaje y tipo de fragmentacion celular

.  Simetria: tamafio de los blastémeros en funcion del estadio

Iv.  Visualizacion de nucleos y multinucleacion (mas de un nucleo por célula)
V.  Presencia de halo citoplasmético o vacuolas en el citoplasma

VI.  Zona pellucida (ZP) en buen estado

Vil.  Grado de compactacién (Martinez-Saenz, et al., 2023).

Numero Porcentaje de Visualizacién
de células fragmentacion de nucleos
& N
Presencia Zona
de vacuolas pelucida

Figura 7. Algunos de los parametros de calidad embrionaria tomado de
Martinez-Saenz, et al., 2023.
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1.2 Toxicologia Reproductiva

La toxicologia reproductiva se define como la rama de la toxicologia que estudia los
efectos deletéreos producidos por agentes exdgenos (xenobibticos) en la
reproduccion (Rodriguez, 2019), estos pueden ser naturales como el fllor, vanadio,
arsénico y algunos metales pesados o sintéticos como ftalatos, insecticidas,

herbicidas, perfluorados entre estos se encuentran los parabenos (PBs).

La exposicion a los agentes tdéxicos puede ocurrir durante toda la vida del individuo,
incluyendo la etapa prenatal, que en mamiferos se lleva a cabo en el tracto
reproductor de la hembra durante la gestacion a través del intercambio de moléculas
entre el feto-placenta y la madre. Entre los efectos adversos reportados en la
literatura cientifica se encuentra la disminucion de la fertilidad, modificacion del ciclo

reproductivo, alteraciones endocrinas, teratogénesis, etc. (Gupta, 2011).

En modelos in vitro la toxicologia reproductiva permite estudiar el efecto potencial

de mdltiples sustancias en los organismos (Santos y Schoevers, 2014).

1.2.1 Parabenos

Los PBs son ésteres de acido p-hidroxibenzoico, segun la cadena alquilica se
clasifican en metilparabeno (MePB), etilparabeno (EtPB), propilparabeno (PrPB),
butilparabeno (BuPB), isobutilparabeno (i-BuPB), isopropilparabeno (i- PrPB),
bencilparabeno (BePB) y heptilparabeno (HePB) (Dodge, et al.,2015), de los cuales
el MePB y el PrPB son los de uso mas frecuente y de forma conjunta (Nufez, et al.,
2008).

Todos los miembros de esta clase de compuestos comparten un anillo de benceno,
un grupo hidroxilo y un grupo éster en la posicion para del anillo (Haman, et al.,
2015).
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Figura 8. A Estructura quimica de los PBs. B diferencias de la cadena
alquilica de los PBs modificado de Haman, et al., 2015.

Los PBs se preparan por esterificacion de p-acido hidroxibenzoico con el alcohol
correspondiente en presencia de un catalizador acido. En general, son estables en
el aire y son resistentes a la hidrolisis en agua y en soluciones acidas (Calafat, et
al.,2010). La hidrdlisis apreciable ocurre a un pH superior a 7. Varios estudios han
sugerido que los PB no se acumulan y conllevan vidas medias cortas de menos de

24 h en el cuerpo humano (Zhang, et al., 2013).

Un incremento en la longitud de la cadena alquilica aumenta la resistencia a la
hidrélisis y su efecto antimicrobiano. Sin embargo, cuanto mayor sea la longitud de
la cadena alquilica, mayor sera la solubilidad en lipidos, lo que conduce a una alta
tasa de penetracion de PBs en los organismos a través de la epidermis (Jeong, et
al.,2020). Aunque son rapidamente metabolizados, la exposicibn a estos

compuestos es muy frecuente y continua (Calafat, et al., 2010).

Sus efectos antimicrobianos interrumpen el sistema transportador de membrana o
inhiben las ATPasas y fosfotransferasas (Jeong, et al., 2020) por lo que los PBs son
utiizados como conservadores en pastas dentales, productos -capilares,
desodorantes, cremas, lociones, etc. (Guo y Kannan, 2013). Ademas de ser

empleados en envases y aditivos de alimentos, papel moneda, folletos y periddicos,
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también se encuentran en alimentos como carnes, pescados, mariscos, lacteos,
cereales, frutas y vegetales (Liao, et al., 2013; Liao y Kannan, 2014). En los
productos farmacéuticos, son utilizados como excipientes y agentes para evitar la
contaminacion microbiana e impedir la degradacion de los principios activos
(Giulivo, et al., 2016). Su uso puede ser perjudicial para la salud de los usuarios

debido a que se han descrito diversos efectos secundarios.

Su uso puede ser perjudicial para la salud de los usuarios debido a que se han

descrito diversos efectos secundarios.

Otro aspecto importante es que los PBs se han catalogado como disruptores
endocrinos los cuales pueden alterar el equilibrio normal de los sistemas
endocrinos, ya que se unen a los receptores de estrdgeno porque son

estructuralmente similares (Jeong, et al., 2020).

También se ha demostrado que los PBs pueden tener efectos antiandrogénicos al
inhibir la transcripcion inducida por la testosterona al unirse con el receptor a

androgenos (Quezadas-Fuentes, 2021).

Las fuentes de ingreso de los PBs al organismo puede ser por diferentes vias como
ingestién, inhalacién y absorcion dérmica. Esta ultima parece ser la ruta mas
importante de exposicion debido a su uso generalizado en productos de cuidado
personal; la ingestion puede ser otra ruta importante (Dodge, et al., 2015).

La absorcién a través de la piel parece ser mas baja en humanos que en otras
especies. Los PBs aplicados por via cutanea son absorbidos por la piel y
metabolizados por esterasas. Su absorcién depende de la longitud de la cadena del
ester. En general, la permeacion por la piel disminuye al aumentar la longitud de la
cadena. Después de la exposicion oral, los parabenos son metabolizados por

esterasas en el intestino y el higado (Vela-Soria, et al., 2014).

17



1.2.2 Propilparabeno

El Propilparabeno (PrPB) al igual que otros PBs es un compuesto estable y no volatil
utiizado como conservante antimicrobiano en alimentos, medicamentos y
cosmeéticos desde hace mas de 50 afios. Este se absorbe facilmente a través del
tracto gastrointestinal y la dermis en un plazo de 2 h, se hidroliza a acido p-
hidroxibenzoico y posteriormente es conjugado con el acido sulfato y el acido
glucurodnico, los conjugados se excretan rapidamente por la orina en un porcentaje
del 8.6% PrPB total (libre + conjugados). No hay evidencia de su acumulacion. Los
estudios de toxicidad aguda en animales indican que el PrPB es relativamente no
toxico por via oral y parenteral, aunque es ligeramente irritante para la piel (Mi-
Yeong, 2019).

El mecanismo del dafio producido por el PrPB parece estar relacionado con la falla
mitocondrial dependiente de la permeabilidad de la membrana acompafiada de la
despolarizacibn mitocondrial y el agotamiento del ATP celular a través del
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa al ejercer un efecto inhibidor
significativo sobre el consumo de oxigeno (respiracién). En la mayoria de las
enzimas oxidativas, el PrPB y BuPB inducen la fuga de material intracelular a través
de la pared celular de las bacterias causando dafio en la membrana plasmatica por
este motivo los parabenos son utilizados por sus efectos antibacterianos en una

amplia variedad de productos de uso diario (Soni., et al., 2005).

En un estudio en humanos, en sangre y orina se determinaron las caracteristicas
farmacocinéticas del PrPB y sus metabolitos durante 48 h de su administracion que
fue de 0.6 mg/kg-pc (peso corporal). Se encontré que mediante la ingestion el PrPB
se absorbia dentro de las primeras 2 h y se eliminaba rapidamente. La fraccion de
la dosis administrada excretada en orina fue 0.05% para PrPB libre, 8.6 % para
PrPB total (libre+ conjugados), 23.2 % para acido p-hidroxihipuarico y 7% para acido
p-hidroxibenzoico, lo que sugiere que cuanto mayor sea la longitud de la cadena
alquilica, menor sera la cantidad excretada de PB total (Shin, et al., 2019).
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1.3 Importancia del modelo porcino

El uso del cerdo como modelo experimental se considera adecuado para
investigacion debido a que su fisiologia, anatomia, bioquimica y sistema enddcrino
es similar al humano (Santos y Schoevers, 2014), ya que su construccion anatomica
y morfoldgica, incluso algunas alteraciones ciclicas son muy similares con los

humanos (Lorenzen, et al., 2015).

Las cerdas poseen un ciclo estral de 21 dias, donde el primer dia se presenta la
ovulacion. Este se clasifica de acuerdo a su comportamiento sexual, en el que el
estro y proestro son las etapas receptivas, y el diestro y el metaestro son las etapas
donde no hay receptividad sexual. En comparacion con la mujer el ciclo se
denomina ciclo menstrual, tiene una duracion de 28 dias, la etapa final de la
menstruacion (fase litea) se caracteriza por la presencia de sangrado denominado
menstruacion, que se presenta el primer dia del ciclo, siendo el dia 14 el dia donde
ocurre la ovulacién. Durante todo este periodo menstrual, las hembras son

receptivas a los machos (Senger, 2005).

2. Antecedentes

2.1 Parabenos en la reproduccién

Un estudio en humanos mostré que altas concentraciones de PBs en la orina se
asocian con reduccion en la fertilidad en las parejas (Smarr, et al.,, 2017). Sin
embargo, en otro estudio en mujeres sometidas a programas de FIV, las
concentraciones urinarias encontradas de MePB (133 ug/L), PrPB (24 ng/L) y BuPB
(1.5 pg/L) no se asociaron con los resultados de la FIV, especificamente con el
recuento de ovocitos totales maduros, las tasas de fertilizacién y la proporcién de
embriones de alta calidad. Ademas, las asociaciones no fueron significativas entre
las concentraciones de PBs en orina y las tasas de implantacion y nacidos vivos

(Minguez-Alarcon, et al., 2016).

19



Se ha observado que después de 24 h de su administracion, la mayoria de los PBs
son metabolizados y se excretados por la orina (Janjua, et al., 2008). Cuando la
exposicidon a productos de cuidado personal que contienen PBs se aplica
frecuentemente sobre la piel, estos, se acumulan en los tejidos subyacentes como
en el tejido mamario (Dabre, et al., 2004). Las regulaciones de la Union Europea
exigen que las mezclas de los PBs se pueden usar en concentraciones de hasta
0.8% en cosméticos y productos de cuidado personal, mientras que un solo PB se
puede presentar en concentraciones de hasta 0.4%. El Informe Nacional sobre
Exposicion Humana a Quimicos Ambientales de la poblacion de EUA entre 2005-
2006, reportd la presencia de MePB en un 99.1% y PrPB en 92.7% de los
participantes, mientras que el BuPB se detect6 en un 40%, el estudio fue en

concentraciones de orina expresado en ug/g de creatinina (Dodge, et al., 2015).

En un estudio observacional en humanos se obtuvieron muestras de orina de 315
hombres que asistieron a una clinica de reproduccion asistida en Polonia, con fines
de diagnéstico por infertilidad estas personas presentaron una concentracion
normal de semen de 15 a 300 millones/ml, las muestras fueron analizadas utilizando
un método de espectrometria de masas y cromatografia de gases para detectar
concentraciones de cinco PBs (EtPB, MePB, PrPB, BuPB, iBuPB) y como pueden
comprometer la fertilidad. El resultado se asocié con un aumento en el porcentaje
de espermatozides con anormalidades, ademas disminucién de la movibilidad y
bajos niveles de testosterona y un incremento en el dano al ADN (Jurewicz, et al.,
2017).

En otro estudio sobre la expresion del receptor de estradiol (ERRy) humano
encontraron que el MePB, EtPB, PrPB, BuPB e BzPB mostraron funciones
antagonistas al receptor de estradiol, lo que confirma las fuertes actividades de
union de los PBs a ERRy y su papel en la carcinogénesis de mama humano.
Ademas, los PBs parecen tener efectos significativos en los pacientes con cancer
de mama que estén tomando tamoxifeno, ya que ERRy se considera un objeto de

tratamiento para el tamoxifeno (Zhang, et al., 2013).
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Experimentos en roedores recibieron inyecciones subcutaneas diarias de MePB,
PrPB y BuPB durante los dias 1-3 neonatales. Los ovarios se extirparon el dia
postnatal 8, se fijaron y tifiieron con hematoxilina y eosina para su anélisis
histologico. En altas dosis de PBs se observé un aumento en los foliculos
primordiales y la disminucién en el nimero de foliculos primarios tempranos, estos
datos muestran que estos PBs promueven la expresion de ARNm de la hormona
antimdlleriana, promoviendo el incremento de los foliculos primordiales y la
inhibicion de la fase temprana de la foliculogénesis en los ovarios de ratas hembras
neonatales, los niveles de enzimas esteroides, indicadores de diferenciacion
folicular, parecieron estar regulados por los PBs a través de la inhibicién de genes
como Foxl2 que participan en la diferenciacion de células somaticas y germinales
del ovario en el desarrollo del foliculo, lo que demuestra su accion como

xenoestrogenos, una clase de disruptores endocrinos (Ahn, 2012).

En ratas prepuberes expuestas a mezclas de MePB, EtPB, PrPB, iPrPB, BuPB e
iBUPB a diferentes dosis (62.5, 250 y 1000 mg/kg pc/dia) por via oral, se presenté
retraso en la apertura vaginal, disminucién en la duracion del ciclo estral y anomalias
histopatoldgicas en los érganos reproductivos. En cuanto a la histologia realizada
en el ovario se observé reduccién de cuerpos luteos, adelgazamiento del epitelio
folicular e incremento en el numero de quistes foliculares. Ademas, los estudios
morfologicos del Utero mostraron hipertrofia miometrial debido a dosis alta de PrPB
e iBuPB (1000 mg/kg-dia), tambien se presento afinidad de union de los PBs a los
receptores de estrégeno. En conclusion, la exposicion a largo plazo de los PBs
puede producir efectos supresores sobre la respuesta hormonal y puede alterar la

morfologia de los tejidos diana reproductivos (Vo, et al., 2010).

En un estudio realizado en una provincia de Granada Espafia se realiz0 un nuevo
meétodo de cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem para evaluar
la presencia de los parabenos mas utilizados en aplicaciones industriales (MePB,
PrPB, EtPB, BuPB) en muestras de tejido placentario humano. El MePB se detectd
en el 96% de las muestras analizadas, el EtPB en el 66%, el PrPB en el 90% vy el

BuPB en el 16%, por lo que se infiere que éstos se pueden acumular en el liquido
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amniético y provocar efectos adversos en la salud y descendencia (Jimenez-Diaz,
et al., 2011).

In vitro se encontré que el i-BuPB puede ocasionar dafio en la MIV de ovocitos
porcinos. Los resultados proporcionan evidencia que a concentracion de 200 uM la
extruccion de cuerpos polares se vio afectada. En concentracion de 400 uM la
expancion de las células del cumulo disminuyé significativamente, ademas se
observaron anormalidades en la progresion de la maduracion, generando
afectaciones en el citoesqueleto, estrés oxidante, apoptosis temprana Yy

modificacion epigenética de cationes (Meng, et al., 2020).

Otro estudio reciente in vitro en porcinos demostré que, a concentraciones de 500,
750 y 1000 uM de MePB, se observaron alteraciones en la morfologia de los
ovocitos con dafio en el citoplasma y una reduccién de la expansion de las células
del cumulo durante la maduracién; sin embargo, la viabilidad no se vio
comprometida. La maduracién de los ovocitos disminuyé de una manera
dependiente de la concentracion despues de 44 h de la exposicion al MePB. Por lo
tanto, la exposicién a este PB puede ser uno de los factores implicados en el
deterioro de la fertilidad en los mamiferos, incluidos los seres humanos (Barajas-
Salinas, et al., 2021).

2.2 Parabenos en el desarrollo embrionario

Un estudio in vitro utilizando concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 uM de
BuPB durante la maduracion de ovocitos porcinos y el subsiguiente DE mostré que
la maduracion se vio afectada a 300 uM, ademas la expansion de las células del
cumulo disminuyo significativamente asi como ovocitos en metafase Il en
comparacién con el control. Por consiguente la tasa de fertilizacion disminuyo
significativamente asi como también la escision embrionaria y formacién de
blastocistos con un menor numero de blastbmeros y un mayor porcentaje de

apoptosis en comparacion con el control.
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Lo anterior se atribuyé a que la generacion de especies reactivas de oxigeno
(EROS), produjo niveles bajos de glutation (GSH), interrupcién de la funcién
mitocondrial, el desencadenamiento de dafio en el ADN y la generacion de

apoptosis temprana (Jeong, et al., 2020).

3. Justificacion

El PrPB es usado como conservador de productos de higiene personal y
preservador de alimentos, por lo que los humanos y otros mamiferos estan
expuestos a este compuesto que pueden afectar a la salud reproductiva. Aunque
existen diversos estudios acerca del efecto de otros PBs en la reproduccion, hay
pocos estudios acerca del efecto del PrPB. Se debe resaltar la importancia de los
estudios in vitro, ya que permiten proponer posibles mecanismos por los cuales los
PBs pueden ocasionar dafio a la salud reproductiva. El porcino se considera un
modelo adecuado para la investigacion aplicada a humanos debido a que su

fisiologia, anatomia, bioquimica y sistema endocrino es similar.

Por lo anterior se propone la siguiente pregunta de investigacion.

4. Pregunta de investigacion

¢, Qué efecto tiene el PrPB en el desarrollo in vitro de embriones porcinos hasta la

etapa de blastocisto?
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5. Hipotesis

El PrPB altera la maduracion nuclear de ovocitos porcinos in vitro y afecta en el DE,
retrasando el desarrollo, impidiendo que se alcance la etapa de blastocisto o

propiciando embriones de mala calidad.
6. Objetivo general

Evaluar el efecto del PrPB, en presencia de diversas concentraciones durante el

proceso del DE in vitro en el modelo porcino.

6.1 Objetivos particulares
e Evaluar la viabilidad de los embriones expuestos a diversas concentraciones
de PrPB.
e Determinar si se presentan cambios en la morfologia celular y nimero de
blastbmeros en los embriones expuestos a diversas concentraciones de
PrPB a las 144 h de DE, asi como en el nUmero de blastocistos formados.
e Determinar si las concentraciones del PrPB al ir en aumento retrasan o

detienen el DE en sus diversas etapas.

7. Disefo de investigacion

El disefio de esta investigacion se muestra en la Figura 9:
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Obtencion de ovarios de cerdas prepuberes (aprox. 6 meses de edad)
para obtencion de ovocitos inmaduros.

CONTROL ! . EXPERIMENTAL
: | Puncion folicular y '
seleccion de COCs

Maduracion in vitro | Maduracion in
(MIV) 44 h vitro (MIV) 44 h
Fertilizacidn in vitro | Fertilizacidn in vitro
(FIV) 16 h (FIV) 16 h
Desarrollo embrionario Concentraciones de PrPB en medio de DE
(DE) 144 h 0, 25, 50, 100, 150, 300 uM

Y

Desarrollo embrionario

(DE) 144 h
R Evaluacion de la viabilidad .
(Tincion de MTT) N=5
n=1000

Evaluacion del DE
(Tincion Hoechst)

Figura 9. Disefio experimental

Las concentraciones utilizadas se seleccionaron de acuerdo con estudios in vivo
(Shin, et al., 2019). Ademas, estas ya fueron probadas in vitro en el laboratorio para
estudiar el efecto del MePB (Barajas-Salinas, et al., 2021) y PrPB (Nufiez-Macias,
2019).
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8. Metodologia

8.1 Obtencion de ovarios, puncién folicular y colecta de COCs

Todos los reactivos empleados fueron de la marca Sigma Chemical Co. (EUA), a

menos que se especifique lo contrario.

Se obtuvieron ovarios de cerdas prepuberes de aproximadamente 6 meses de edad,
sacrificadas en el rastro (Los Arcos, Edo. De México) y se transportaron al
laboratorio en solucidn salina de NaCl 0.157 M, a una temperatura de entre 25 y
28°C. Al llegar al laboratorio, en un lapso no mayor a 2 horas, los ovarios se lavaron
los ovarios con solucion salina, se puncionaron los foliculos que median entre 3y 6
mm para la obtencién del fluido folicular que contiene los complejos ovocitos—celulas
el camulo (COCs). Para esto se usé una aguja de calibre 18 fijada a una jeringa
desechable de 10 mL. El fluido folicular colectado se dej6é sedimentar por 20 min en
un tubo de 50 mL con fondo cénico. El paquete celular se lavd dos veces, dejando
sedimentar 15 min entre cada lavado, con 20 mL de la solucion de Tyrode
suplementada con 10 pyM de lactato de sodio 0.50 uM de HEPES y 0.01 % de
polivinil alcohol (TL-HEPES PVA) aun pH de 7.3 a 7.4.

8.2 Maduracioén in vitro

El paguete celular se resuspendiod y se transfirio a cajas Petri de 60 mm de diametro
para la colecta de COCs. Se seleccionaron aquellos con citoplasma uniforme y con
al menos tres capas de células del cumulo. Para retirar los restos celulares se
lavaron tres veces en 500 puL de medio de maduracion TCM-199 suplementado con
sales de Earle y bicarbonato de sodio (In Vitro, México), glucosa 3 uM, piruvato de
sodio 0.91 pyM, alcohol polivinilico 0.1% (v/v), cisteina 0.57 uM, factor de crecimiento
epidermal 10 ng/mL, penicilina 75 pg/mL y estreptomicina 1 ug/mL; posteriormente
se depositaron 50 ovocitos en cada pozo en una caja de 4 pozos (Nunc, EUA) con
500 pL de este medio de maduracion suplementado (In Vitro, México), en cada pozo

el medio se suplemento con 5 pyg/mL de FSH y 5 yg/mL de LH (merional 75 Ul
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IBSA) finalmente los pozos se cubrieron con aceite mineral y se incubaron a 38.5
°C con 5 % CO2 por 44 horas (Ducolomb, et al., 2012).

Los criterios de maduracién nuclear fueron los siguientes: ovocitos con vesicula
germinal (VG): inmaduros; en metafase | (MI): inmaduros; en vias de maduracion y

en metafase Il (MIl): maduros (Casas, et al., 2010).

8.3 Fertilizacion in vitro

Después de la maduracioén in vitro (MIV), las células del camulo se removieron con
una micropipeta de 100uL mediante accién mecanica. Los ovocitos desnudos se
lavarén con medio de maduracion TCM-199 suplementado y tres veces con el medio
amortiguado con Tris modificado (TBMm) en gotas de 500 uL cubiertas con aceite
mineral. Para la fertilizacion in vitro (FIV), se colocaron 50 ovocitos en gotas de 50
ML de medio TBMm cubiertas con aceite mineral y se incubaron a 38.5 °C con 5%
de CO2 y humedad a saturacién hasta la inseminacion (aproximadamente 45 min)
(Ducolomb et al., 2005).

8.4 Preparacion de la muestra de semen

La muestra de semen se obtuvo mediante el método de la mano enguantada en una
granja comercial, se registraron los datos de la raza asi como la fecha de obtencién
de la muestra, posteriormente se transporté en un diluyente comercial al laboratorio
en un maximo de 2 h a una temperatura de 16°C, la botella se envolvié en una
franela dentro de una caja de unicel para su proteccion contra la luz y ya en el

laboratorio esta se cubrié en papel aluminio y se almacené en refrigeracion a 16 °C.

La suspension se centrifugé a 600 rpm (61 x g) durante 5 min y se conservo el

sobrenadante que contenia a los espermatozoides vivos. Cinco mL del
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sobrenadante con los espermatozoides se diluy6 1:1 con PBS-Dulbecco (In Vitro) y
se centrifugdé a 3500 rpm (1900 x g) por 5 min. Se desecho el sobrenadante, el
paquete celular con los espermatozoides se suspendioé en 10 mL de PBS Dulbecco
y se centrifugé nuevamente a 3500 rpm (1900 x g) por 5 min. El paquete celular se
diluyé con 100 pL de medio Tris modificado (TBMm) y se hizo la diluciéon necesaria
para que al agregar 50 uL de la suspensién de espermatozoides a la gota del medio
de FIV TBMm con los ovocitos y se obtuviera una concentracioén final de 5 x 10°
espermatozoides/mL. Para preparar la concentracion final se contaron los

espermatozoides en una camara de Neubauer.

La movilidad de los espermatozoides se determiné colocando una gota de la
muestra en un portaobjetos precalentado a 38 °C, la muestra se observd en un
microscopio optico a 40X. Se considerd la muestra de semen de buena calidad con

una estimacion de al menos 70% de movilidad, con movimiento progresivo lineal.

Los ovocitos y los espermatozoides se incubaron durante 6 h en las condiciones

antes descritas (Ducolomb, et al., 2012).

Para realizar el DE después del periodo de 6 h de coincubacién, con el fin de retirar
los espermatozoides, los ovocitos se lavaron tres veces en gotas de 50 uL de medio
de desarrollo “North Carolina State University-23” (NCSU-23) suplementado con
BSA al 0.4% libre de acidos grasos para retirar los espermatozoides. Los ovocitos
se colocaron en gotas de 500 yL del mismo medio cubiertas con aceite mineral en
cajas de cuatro pozos y se incubaron en las mismas condiciones. A las 144 h de
incubacion se observaron los embriones para determinar su estado de desarrollo
(Ducolomb, et al., 2012).

8.5 Tratamiento con PrPB

La dilucion del PrPB se realizé con medio de desarrollo NCSU-23 para obtener la
concentracion stock de 2.56 mM y a partir de ella se obtuvieron las concentraciones
de 25, 50, 100, 150y 300 uM y se agregaron a los pozos después de la coincubacion

con los espermatozoides.
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8.6 Criterios de evaluacion de viabilidad

La evaluacion de viabilidad y maduracién se llevé a cabo en el mismo ovocito
mediante una doble tincion con bromuro de tetrazolio (MTT) y bisbenzimida
(Hoechst). Para esto, se retiraron las células del cimulo y los ovocitos se incubaron
en MTT (5 mg/mL), en 500 puL de PBS por 30 min. En la Figura 10 se muestra el
criterio de evaluacion de la viabilidad de ovocitos, aquellos que presentaron una
coloracion purpura se consideraron como vivos y aquellos que se presentaron

incoloros fueron considerados muertos.

La tincibn con MTT se us6 debido a que su mecanismo de accion se debe
principalmente a la actividad metabdlica de las deshidrogenasas mitocondriales, en
particular la succinato deshidrogenasa, aunque también pueden intervenir
reductasas citosolicas o de otros compartimientos subcelulares. Las coenzimas
reducidas resultantes (NADH y NADPH) convertirdn el MTT en formazéan el cual
aporta el color parpura a la célula.

Figura 10. Evaluacién de viabilidad con Bromuro de tetrazolio (MTT) Se
muestran los ovocitos vivos en color puarpura (flecha roja) y los ovocitos
muertos sin color (flecha blanca). Microscopio 6ptico 40X.
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8.7 Criterios de evaluacion de la MIV

Para evaluar las etapas de maduracién nuclear despues de las 44 h de incubacion,
los ovocitos fueron tefiidos con 500 uL de bisbenzimida (Hoechst) que por su
composicién quimica son utilizados para tefiir el ADN, debido a su afinidad a la unién
en regiones de doble cadena del ADN ricas en AT (Adenina-Timina); los ovocitos
fueron aislados de la luz a 4°C por 40 min, posteriormente fueron fijados con
glutaraldehido al 2% por 20 min igualmente a 4°C y se colocaron en un portaobjetos
con glicerol-PBS (1:9) para su posterior evaluacion.

Se determind el nimero de ovocitos madurados (metafase Il) que presentaron el

primer cuerpo polar, en proceso de maduracion (metafase I) e inmaduros (vesicula

germinal) (figura 11).

Figura 11. Evaluaciéon del estado de maduracion nuclear de los ovocitos. VG
(vesicula germinal): inmaduros, Ml (metafase 1): en proceso de maduracion, Mill
(metafase Il + el primer cuerpo polar): maduros Tincion de Hoechst. Microscopia de
fluorescencia 400X.

8.8 Analisis estadistico

e Para evaluar la viabilidad y maduracién de los ovocitos, asi como el nimero

y viabilidad de embriones y de blastbmeros producidos en cada
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concentracion de PrPB, se realiz6 la prueba de X? con un valor de confianza
cuando P<0.05.

e Para determinar el efecto de las concentraciones del PrPB en la maduracion
de ovocitos, determinar la frecuencia de blastocistos de acuerdo a la

concentracion de PrPB, se utilizé la correlacion de Sperman.

9. Resultados

9.1 Efectos del PrPB en la viabilidad durante la maduracién in vitro

El efecto del PrPB en la viabilidad durante la MIV fue evaluado a concentraciones
de 0, 100, 200 y 300 uM después de 44 h de incubacién, se contabilizé el nimero
total de ovocitos vivos por cada concentracion utilizada y se procedio a graficar los
datos obtenidos en donde el 94% de los ovocitos del grupo control se encontraban
vivos y este porcentaje fue reduciendo después del aumento de las concentraciones
de PrPB como se muestra en la Grafica 1.

Se observoé una relaciéon concentracién dependiente en la viabilidad ya que a medida
que aumentaba la concentracion de PrPB hubd un descenso en esta con respecto
al control. Con los resultados obtenidos se realizé la estimacién de la concentracion
letalso (ECLso) la cual fue de 175 pM. En la Gréfica 2 se muestra que la
concentracion 300 uM hay diferencia estadisticamente significativa con respecto al

control.
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VIABILIDAD EN LA MIV
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Gréfica 1. Porcentaje de viabilidad en la MIV. n= nimero de células
evaluadas, CLso= concentracion letal 50.
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Grafica 2. Porcentaje de viabilidad en la MIV.

*concentracion estadisticamente significativa con respecto al
control.
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9.2 Efecto del PrPB en la MIV de ovocitos

En la Grafica 3 se muestran los resultados obtenidos de la MIV. El grupo control

presentd un porcentaje de maduracion del 82%, en la concentracién 100 uM 65%,

en la concentracion 200 uM 38% y en la concentracion 300 uM 8%. Se puede

observar una disminucién concentracion-dependiente después de la exposicion al

PrPB. La Concentracién de Inhibicién de la Maduracionso (CIMso) fue de 160 uM.

0%

MADURACION
n=12
CIM;,= 160 pM
r=0.57
..... P <0.05
®
L ]
®
.
®
®
.
50 100 150 200 250 300 350
CONCENTRACION pM

Gréfica 3. Efectos del PrPB en la MIV n= numero de células evaluadas,
CLso= concentracion letal 50.
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Al igual que en la viabilidad la concentracion 300 pM present6é diferencia

estadisticamente significativa con respecto al control:

MIV
100 =
go ~ |
60 -
% 1 —_
40—
20 - *
0 T T I T
Control 100 200 300

Concentraciéon uM

Grafica 4. *diferencia estadisticamente significativa respecto al control con una p 0.05
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9.3 Efectos del PrPB en el desarrollo embrionario

La evaluacion del DE se registro a las 144 h despues de la fertilizacion. Se cuantificd
el nimero total de embriones divididos mediante el microscopio invertido en campo
claro para su cuantificacion y posteriormente fueron evaluados por doble tincién con
Bromuro de Tetrazolio (MTT) para la viabilidad y con Bisbenzimida (Hoescht) para

la cuantificacion del nimero de ndcleos.

En la Figura 12 se muestran los diferentes estadios de desarrollo de embriones
despues de 144 h, considerados de buena calidad, obtenidos en el presente estudio.
En el modelo porcino a las 24 h post fertilizacion en condiciones normales, se deben
observar embriones de 2 blastomeros, a las 72 h embriones de 4 blastomeros, entre
72 y 80 h embriones de 8 a 16 blastomeros, de 80 a 96 h mérulas y a las 144 h
blastocistos, sin embargo, en estudios in vitro no todos los embriones llegan a la
etapa de blastocisto por lo que es comudn encontrar diferentes estadios

embrionarios.
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Figura 12. Embriones en diferentes etapas de desarrollo después de 144 h de
DE. Se muestran embriones de 2, 4, 8 blastdmeros, mérula y blastocisto temprano
y tardio en donde ya se puede observar un adelgazamiento de la zona pellcida.
Microscopio invertido, campo claro 40X.

En la Figura 13 se observan algunos estadios embrionarios encontrados en el grupo
control, tefidos mediante la técnica de Hoechst. En esta imagen se muestra un
embrion de dos blastbmeros en el cual se pueden observar sus nucleos tefiidos,
hacia la derecha se observan uno con cuatro ndcleos, otro de 8 nucleos e incluso
en este mismo se observa un nucleo elongado lo que podemos inferir que estaria
por dividirse (flecha blanca). También se observa una moérula cuyo nimero de
ndcleos supera los 16. Después esta un blastocisto temprano cuyos nucleos son
mas pequefos y dificil de contabilizar en su totalidad. Seguido de ese esta un
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blastocisto tardio que se distingue sobre todo por el adelgazamiento de la zona

peltcida, su mayor tamafio y la posicion de los nucleos.

2 ntcleos 4 nucleos

Moérula Blastocisto temprano Blastocisto tardio

Figura 13. Embriones en diferentes etapas de desarrollo después de 144 h
teflidos con Hoechst observados a 40X Se muestran embriones de dos nucleos,
4 nacleos, 8 nucleos, mérula y blastocisto temprano y tardio en donde ya se puede
observar un adelgazamiento de la zona pelucida.

Para la viabilidad igual como sucedio en la MIV el DE fue evaluado mediante la
tincion con MTT. El grupo control no se vio afectado (Figura 14), de hecho los

embriones que se tifieron de color parpura mostraban DE.

En la Figura 14 ademas se observan embriones en diferentes estados de desarrollo

de un grupo control, hay embriones de 2, 4, 8 blastbmeros, mérulas y algunos
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blastocistos tanto tempranos como tardios. Sin embargo, a medida que aumentaba
la concentracién del PrPB se mostré un patron de descenso, como se muestra en

la Figura 15.

Vivos: color purpura Blastocistos

- Muertos: incoloros

Morula
Embrion de dos células

Figura 14. Viabilidad de embriones tefiidos con bromuro de tetrazolio (MTT)
grupo control después de 144 h de DE. La imagen que se muestra es de un
grupo control en el cual se observan embriones en distintas etapas de desarrollo y
numero reducido de embriones muertos. Microscopio 6ptico 40X

En todos los ensayos realizados se observo un patron de descenso de la viabilidad
(Figura 15) asi como tambien de DE. En las concentraciones 25 y 50 uM no se
observé una diferencia significativa, mientras que a partir de la concentracion 100 y
150 uM se observa un descenso notorio, ya en la concentracion de 300 uM de PrPB
no se observa viabilidad ni DE. Se contabilizé el nimero de embriones vivos y los

resultados se muestran en la Gréafica 5.
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Figura 15. Viabilidad de embriones tefiidos con Bromuro de tetrazolio (MTT)
después de 144 h observados a 40X. En donde se muestra el descenso en la
viabilidad de acuerdo con las concentraciones utilizadas Control, 25, 50,100,150 y

300 pM.

En la Gréafica 5 se muestran los resultados de viabilidad de los embriones a las 144
h de desarrollo, se puede observar una disminucion concentracion-dependiente.
Después de la exposicion al PrPB, el control tuvo un porcentaje de viabilidad cerca
del 90%, en la concentracion 25 uM el porcentaje de viabilidad se mantuvo alto
cerca del 80%, al igual que en la concentracion 50 uM, mientras que en
concentracion 100 uM se comienza a ver el descenso con un porcentaje cerca del
60%, en la concentracion 150 uM a un 50% aproximadamente, en la concentracion

300 uM la viabilidad lleg6 a 0%. Se estimo la CLso que fue de 145 uM.
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Grafica 5. Efectos del PrPB en la viabilidad. n= numero total de embriones
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Es importante mencionar que, tanto en el control como en las concentraciones, C25,
y C50 uM se observa DE de buena calidad (Figuras 16,17 y 18). Sin embargo en
las concentraciones 100, 150 y 300 uM hay diferencia estadisticamente significativa
respecto al control (Grafica 6). En las concentraciones 100 y 150 uM el DE
disminuyo significativamente, asi como la calidad ya que se observa fragmentacion
de la cromatina y citoplasma retraido como se muestran en las Figuras 19 y 20. En

la concentracion 300 uM no hubo viabilidad ni DE (Figura 21).

En la Figura 16 se muestran varios embriones en desarrollo encontrados en el grupo
control, en el panel A se aprecian embriones en campo claro observados mediante
microscopio invertido, destaca un blastocisto eclosionando (Becls) ya que se puede
ver el inicio de la ruptura de la zona pellcida (flecha roja) y esta se encuentra muy
adelgazada, ademas que su tamafio destaca de los demas embriones en la misma
imagen. El panel B muestra un blastocisto tardio tefiido con Hoechst observado en
un microscopio de fluorescencia, presenta gran cantidad de nucleos los cuales se
aprecian uniformes. En el panel C se observa el mismo blastocisto tefiido con MTT,
se aprecia una coloracién purpura lo que indica que se encontraba vivo a las 144 h
de haber sido evaluado.

A * CONTROL

o)
\ <

Figura 16. Embriones encontrados en grupo control, A blastocisto
eclosionado en campo claro, B blastocisto tardio tefiido con Hoechst, C
blastocisto tardio tefiido con MTT. Observados a 40X
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En la Figura 17 se muestran embriones encontrados en la concentracion 25 uM, el
panel A muestra embriones en campo claro en etapa de morula observados
mediante microscopio invertido, los cuales se aprecian en buen estado por la
uniformidad de los blastémeros y la zona pellcida intacta. El panel B muestra una
morula tefiida con Hoechst observada por microscopio de fluorescencia, se
observan sus nudcleos de distintos tamaros algunos en division (flecha roja). El
panel C muestra la misma morula ademas tefiida con MTT, viva a las 144 h de DE

y se puede observar la zona peltcida en buen estado.

Figura 17. Embriones encontrados en la concentracion 25 uM, A moérulas
en campo claro, B mérula tefiida con Hoechst, C moérula teflida con MTT.
Observados a 40X

En la Figura 18 se observan embriones en varias etapas de desarrollo en la
concentracion 50 uM, en el panel A se observa un blastocisto temprano (Btemp) y
dos tardios (Btard) en campo claro con células uniformes del trofoblasto, el
embrioblasto y zona pelucida intacta. El panel B muestra un embrion en etapa
blastocisto temprano, catalogado asi por la cantidad de nucleos y el grosor de la
zona peldcida, tefiido con Hoechst y observado mediante microscopio de
fluorescencia, se aprecian nucleos uniformes y zona pellucida en buen estado. En
el panel C se aprecia una morula teflida con MTT, por la coloracion purpura que

presenta se catalogé como vivo a las 144 h de DE.
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Lo que demuestra que aun en esta concentracion de PrPB hay DE de buena calidad,
tomando en cuenta la velocidad de crecimiento del embrién ya que a las 144 h de
DE en el modelo porcino deberiamos tener blastocistos y fue lo encontrado y pocas
morulas que muestra un DE lento, aunque en buen estado ya que los blastomeros

presentaron uniformidad y no hubo fragmentos ni de la célula ni de sus nucleos.

Figura 18. Embriones encontrados en la concentracion 50 uM, A blastocisto
temprano (Btemp) y blastocisto tardio (Btard) observados en campo claro, B
blastocisto temprano tefiido con Hoechst, C moérula tefiida con MTT.
Observados a 40X

En la Figura 19 se muestran los tipos de embriones encontrados en la concentracion
100 uM. En panel A muestra una morula cuyos blastdmeros presentan fragmentos
y no tienen uniformidad. En el panel B se observa un embrién con 6 blastomeros
tefiido con Hoechst, los ndcleos no son uniformes y se comienzan a observar
fragmentos de cromatina, uno de esos blastémeros no presenta nucleo (flecha roja).
El panel C muestra el mismo embrién que el panel B doblemente tefliido con MTT
el color indica que se encontraba vivo despues de las 144 h de DE, sin embargo, se
aprecian blastbmeros de distintos tamafios y un espacio anormal entre estos

(flechas blancas).
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Por el tiempo de incubacion que tenian (144 h) a partir de esta concentracion se
catalogé como DE detenido ya que encontramos embriones con poca division que

no con cuerda con el tiempo ni estado de DE esperado en el modelo porcino.

Figura 19. Embriones encontrados en la concentracion 100 uM, A morula
con blastémeros fragmentados observada en campo claro, B embrion de 6
blastémeros tefiido con Hoechst, uno de ellos no presenta nicleo. C embrion
de 6 blastobmeros teflido con MTT, se observan espacios anormales.
Observados a 40X

En la Figura 20 se muestran embriones encontrados en la concentracion 150 pM.
En el panel A se observa un embrién en campo claro de dos blastomeros, estos no
son uniformes. En el panel B un embridn de dos blastémeros teflido con Hoechst,
los nacleos no son uniformes y presentan fragmentos de cromatina (flecha roja)
tambien se aprecia un espacio que lo hace ver retraido. Panel C, el mismo embrion
teflido con MTT se observan los blastomeros vivos, la zona pellcida intacta, sin
embargo, se ve con mas claridad el espacio anormal en el embridn (flechas

blancas).
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Figura 20. Embriones encontrados en la concentraciéon 150 uM, A embrién de dos
blastomeros observado en campo claro, B embridon de dos blastomeros tefiido con
Hoechst, se observan fragmentos de cromatina. C embrion de dos blastomeros tefiido
con MTT, se observan espacios anormales. Observados a 40X

En la Figura 21 se observan los ovocitos encontrados en la concentracion 300 uM.
Panel A, en campo claro, no se observa DE en ninguna etapa, solo se observan
ovocitos cuyo citoplasma se encuentra retraido. Panel B muestra un ovocito de este
grupo y se tifio con Hoechst, se aprecian gran cantidad de fragmentos de cromatina
(flecha blanca) lo que indica que si hubo fertilizacion, sin embargo, no se observan

blastémeros.

c300 A

Figura 21. Ovocitos encontrados en la concentracién 300 uM, A ovocitos retraidos
en campo claro, B embrion tefiido con Hoechst, no se aprecia la cantidad de
blastémeros, se observan fragmentos de cromatina. Observados a 40X
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Para la evaluacion del DE a las 144 h post fertilizacién fue contabilizado el nUmero
total de embriones en division desde dos blastdbmeros hasta blastocisto tardio. Se
realizaron 5 repeticiones con un total de 1000 embriones evaluados, estos fueron
agrupados para su mejor observacion de 2-4 blastomeros, de 6-8 blastomeros,
Moérulas y Blastocistos, se presentd una relacion concentracion-dependiente a
medida que aumenta la concentracion que se asemeja a los resultados obtenidos
en la viabilidad (Gréfica 5), en todas las concentraciones utilizadas tuvimos DE

excepto en la concentracién 300 uM sin embargo no todos de buena calidad.

Proporcion de embriones en diferentes estados de
desarrollo
100

90 n=19
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40
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m 6-8 blastébmeros
l . m 2-4 blastomeros
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o

Grafica 7. Proporcion de embriones en diferentes estados de desarrollo
n= numero total de embriones evaluados.
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Grafica 8. Comparacion numero total de embriones/ numero total de
blastocistos. En ambas graficas se observa una diferencia estadisticamente

significativa respecto al control en la concentracion 150 uM (¥).
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10. Discusion

En la actualidad nos encontramos diariamente expuestos a una amplia variedad de
productos de cuidado personal, estos no solo brindan confort sino tambien por su
toxicidad, representan un peligro oculto para la salud reproductiva (Meng, et al.,
2020). Los PBs son utilizados ampliamente por sus efectos antibacterianos y
fungicidas. En bacterias, interrumpen el sistema transportador de membrana e
inhiben las ATPasas y fosfotransferasas, por lo que se usan en cosméticos,
alimentos y productos de uso diario como desodorantes, cremas, lociones, etc.
(Jeong, et al., 2020).

En afios recientes la literatura cientifica, ha informado que los PBs utilizados en
cosmeéticos como maquillajes, podrian tener posibles efectos cancerigenos entre los
gue destacan el PrPB, MePB, BuPB y EtPB (Radoslaw, et al., 2023). Otro estudio
reciente indica que la exposicién al BuPB se asocia con una disminucion en el
namero de ovocitos en MIl entre mujeres que asisten a clinicas de fertilidad,
sugiriendo que la exposicion puede tener un efecto adverso sobre el DE (Radwan,
et al., 2023). Se ha observado que la exposicién a los PBs ha incrementado en los
altimos afos, sobre todo en mujeres a causa del uso constante de estos productos
en su vida diaria (Soni., et al., 2005). Aunque se ha informado sobre la toxicidad de

los PBs, hay poca informacion disponible sobre los efectos en el DE.

En cuanto a la exposicion de los PBs por diferentes vias de ingreso al organismo se
ha reportado que la dosis personal diaria en promedio es de 76 mg (1.26 mg/kg
pc/dia), correspondiendo a 50 mg (0.833 mg/kg pc/dia) a cosméticos y productos
de cuidado personal, 25 mg (0.417 mg/kg pc/dia) a los productos farmacéuticos, y
alimentos estos representan aproximadamente 1 mg (10-13 mg/kg pc/dia) (Soni., et
al., 2005). Del total de los 76 mg, 10 mg/kg pc/dia corresponden Unicamente al PrPB

(Gal, 2019), por lo que se vuelve un tema que requiere mas atencion.
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10.1 Alteraciones en la viabilidad y MIV

Los estudios in vitro son una herramienta importante para conocer los mecanismos
de accion de los procesos biolégicos con numerosas variables en ambientes
controlados. Este es el primer estudio en demostrar que la exposicion al PrPB a una
concentracion de 300 uM disminuye significativamente el proceso de viabilidad y
MIV de forma concentracion dependiente en ovocitos porcinos, asi como el efecto
en la proliferacion y expansion de las células del camulo, que coincide con lo
reportado en nuestro grupo de trabajo (Barajas-Salinas, et al., 2020) utilizando
MePB donde a concentraciones de 750 y 1000 uM se obtuvieron resultados
similares. En el presente estudio la concentracion letal 50 (CLso) correspondié a 175
uM y la concentracién de la inhibicién de la maduracion 50 (CIMso) fue de 160 uM.
Estos resultados muestran que el PrPB es aproximadamente 10 veces mas toxico
en la viabilidad que el MePB ya que de acuerdo a los resultados obtenidos por
Barajas, et al., 2020 la CLso fue de 2028.38 uM. En cuanto a la MIV, el PrPB es
aproximadamente 5 veces mas toxico que el MePB (160 uM, 780.31 uM,

respectivamente).

Estos efectos podrian atribuirse a la diferencia en la longitud de la cadena alquilica
de los PBs, es decir, basandonos en su estructura, la longitud de esta determina en
gran medida sus propiedades y usos. De tal manera que en cuanto mas larga sea
la cadena, el PB es menos soluble en agua y con mayor efecto antibacteriano y por
tanto mayor potencial toxico (De Lucas-Gill et al., 2017). Teniendo en cuenta esto,
el MePB es considerado de los PBs de cadena corta con 1 carbon, mientras que el
PrPB posee 3 carbones por lo que a menor concentracion el PrPB podria causar un
efecto como el observado por Barajas-Salinas, et al., 2020 en la disminucion de la
MIV.

En el caso de la viabilidad se ha propuesto el dafio mitocondrial como posible

mecanismo de accion causado por PBs ya que estos inducen estrés oxidante

mediante el aumento en la produccion de EROS (Meng et al., 2020), en referencia
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al estrés oxidante el cual es definido como el desequilibrio entre el sistema oxidante
y el sistema antioxidante de la célula inducido por factores de estrés ambiental
internos y externos, en general se sabe que es causado principalmente por radicales
libres como el oxigeno reactivo y EROS como O (anién superdxido), OH-
(Hidroxilo), ROz (peroxilo) etc. La cadena respiratoria de las mitocondrias es la
principal fuente y objetivo de las EROS y a su vez, el estrés oxidante mitocondrial
también afecta a la transmicion de sefiales redox a través de la membrana asociada
al reticulo endoplasmatico (RE) para finalmente, las mitocondrias y el RE activen
las vias de autofagia para contrarrestar el dafio oxidante. La autofagia es el proceso
en el que las células degradan las proteinas y dafian a los organelos a traves de los
liposomas, por lo que para promover el metabolismo celular y mantener un equilibrio
interno estable, la autofagia es una via importante para la regeneracion celular, su

inhibicion conduce finalmente a la célula a la muerte por apoptosis (Xiaoqing, 2022).

En este estudio se realizo la técnica MTT que ademas de evaluar la viabilidad de
las células expuestas al PrPB también permite determinar la actividad mitocondrial
debido a su mecanismo de accion el cual consiste en la reduccién metabdlica del
MTT a sales de formazan catalizada por la enzima succinato deshigrogenasa
resultando en la coloracion purpura de las células cuya actividad mitocondrial es
optima (De Castro, 2006). En este estudio la viabilidad para el caso de la MIV se vio

afectada en la concentracion 300 uM ya que fue de 15% con respecto al control.

En comparacion con los resultados obtenidos Jeong, et al., 2020 evaluaron el efecto
del BUuPB en la funcion y distribucion mitocondrial usando la tincién Mito Tracker
Deep Red, sus resultados muestran que a la concentracion de 50 uM de BuPB
causo una distribucion anormal de las mitocondrias y alteraciones del potencial de
membrana durante la MIV, lo cual indica que las disfunciones mitocondriales afectan
la produccion de ATP dada por la fosforilacion oxidativa, incapacidad para modular
la produccién excesiva de EROS vy nitrogeno, la desregulacion de calcio hasta la
apertura del poro de transicion de permeabilidad y el inicio de la apoptosis

(Srinivasan, et al., 2017).
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Respecto a lo descrito anteriormente Yang, (2018) menciond que la comunicacion
entre las mitocondrias y el RE tiene un papel importante ya que cuando las EROS
causan estrés oxidante en el RE de la célula, dafia los canales de Ca?*. Por esto la
sobrecarga de este cation en las mitocondrias afecta la produccion de EROS en la
cadena respiratoria, por lo que, para mantener la homeostasis, las mitocondrias
inducen un aumento excesivo de la absorcién Ca?* lo que conduce a la célula a

apoptosis.

Otro aspecto importante para la MIV es el glutation el cual participa en varios
procesos fisiolégicos, entre los que destacan la transferencia de aminoacidos y la
sintesis de proteinas, ademas de proteger a las células del estrés oxidante por sus
efectos antioxidantes (Hashimoto, 2000). También se sabe que los niveles de
glutation en el ovocito reflejan la maduracién citoplasmatica (Yoshida, 1993), el cual
es un proceso complejo que prepara al ovocito para la fertilizacién y DE, en este
proceso se produce una redistribucibn de las mitocondrias a una posicién
perinuclear, que es necesaria para el progreso de la maduracién, los granulos
corticales que estan constituidos por glicoproteinas y enzimas hidroliticas, se forman
en el RE y complejo de golgi migrando hacia la periferia del ovocito, aumentan en
namero y se sitian debajo de la membrana plasmética, después de la fertilizacion
la exocitosis de las enzimas hidroliticas de estos granulos evita la entrada de
espermatozoides adicionales constituyendo un bloqueo para la polispermia
(Yanagimachi, 1994) por lo que de verse afectado todo este proceso se refleja en
una MIV baja como el caso de este estudio.

10.2 Viabilidad y DE

Acerca del efecto en el DE, se conoce que la expansion de las células del cumulo
durante la maduracién ocurre debido a la sintesis de acido hialuronico producido

por las células del camulo, las que a su vez producen su expansion. Sin embargo la
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importancia de la produccién de una matriz extracelular rica en proteoglicanos,
como es el caso del acido hialurénico, reside en promover la expasion de las células
del camulo ademas de regular la comunicacién entre estas y los ovocitos (Yokoo,
2010), participando en procesos como la maduracion, la competencia de desarrollo
del ovocito y el posterior DE, por lo tanto, es un indicador importante de la capacidad
de maduracion y fertilizacién de los ovocitos (Jeong, et al., 2020) por lo que la MIV

y el DE son dos procesos que van de la mano.

De acuerdo a lo observado durante la exposicion de los embriones al PrPB se
encontré una disminucién significativa de la viabilidad en el DE dependiente de la
concentracion, lo que indica que se podria estar generando estrés oxidativo y con
ello EROS que como se sabe se producen como un subproducto del metabolismo
de la energia celular, por lo que la acumulacion excesiva de estas puede inducir
dafio y conducir a las células a apoptosis, lo que se puede ver reflejado en un DE
deteriorado en los embriones expuestos a las concentraciones mas altas de PrPB
como fue el caso de este estudio donde a partir de la concentracion 100, 150 y 300
uM se observé una disminucion en la viabilidad con respecto al control. Como ya se
menciond anteriormente las EROS también pueden alterar la organizacion
mitocondrial, el potencial de membranay la produccién de ATP que son importantes

para un adecuado DE (Hashimoto, 2000).

Otro estudio menciona que el BuPB tiene efectos téxicos en las células del
trofoblasto humano a través de la disfuncibn mitocondrial inducida por el estrés
oxidante, aqui se reportd, por un lado, una disminucion en los niveles de elementos
antioxidantes no enzimaticos como son el glutatién, acido Urico, acido dihidrolipdico,
metalotioneina, coenzima Q y melatonina y por otro los antioxidantes enzimaticos
como la superoxido dismutasa y glutation transferasa (Yang, 2018) por lo que el

dafio mitocondrial causado por PBs tiene aun mas relevancia.

En cuanto a los resultados en el DE se sabe que la etapa temprana (de 2 a 8

blastdmeros) es considerada la etapa mas critica, ya que son células totipotenciales,
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estas cuentan con el potencial para diferenciarse en células embrionarias o
extraembrionarias y con la capacidad para formar a un nuevo organismo por lo que
son mas suceptibles (Martin, 2017), a comparacion de los ovocitos que estos
cuentan con la proteccion de las células del camulo que lo rodean y son las primeras
en estar en contacto directo con el toxico. En cambio en el DE al no contar con
células del cumulo de “proteccién” el toxico afecta diractamente al embrion y de
existir algun tipo de dafio durante el DE debe ser reparado para asi evitar la
transmision del defecto al nuevo organismo o de lo contrario llevar a la muerte
celular que regularmente se da por apoptosis. En este trabajo de observé que los
ovocitos tenian mayor resistencia al PrPB ya que la diferencia estadisticamente
significativa fue a partir de 300 uM, mientras que en el DE el inicio del detenimiento
se dio a partir de la concentracién 100 uM a mayor concentraciéon 150 y 300 uM
hub6é mayor muerte celular, evitando asi la continuacion del “dafno” hasta la etapa

de blastocisto.

Otra estructura importante en el DE es el citoesqueleto, formado por un complejo
de estructuras constituidas por proteinas filamentosas presentes en la matriz
citoplasmatica de las células eucariotas como son los microfilamentos, microtubulos
y filamentos intermedios (Suzuki, 2003). El citoesqueleto lleva a cabo la integridad
estructural y funcional de las células, asi como también el reordenamiento
involucrado durante el DE temprano donde actlia como un sistema dinamico que
dirige una serie de eventos tales como el establecimiento de la polaridad de los
ovocitos y el anclaje del eje, asi como la orientacion, la migracién y el desarrollo
pronuclear del embrién, se sabe que la integridad del citoesqueleto es utilizado

como parametro para poder evaluar la calidad embrionaria (Bogliolo, 2015).

En este estudio no evaluamos calidad embrionaria, sin embargo, se observé dafios
significativos en embriones a concentraciones altas a apartir de 100, 150 y 300
uM donde la division de los blastomeros se vio afectada, asi como también el tiempo
en la progresiéon del DE por lo que se propone existen dafios en varias estructuras

del embrion causadas por los efectos del PrPB.
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Otras estructuras que se propone se dafian durante la exposicion al PrPB son los
microfilamentos los cuales son componentes constituidos por actina, la proteina
citoesquelética mas importante en la mayoria de las células, con un diametro de 5
a 7 nm, estan unidos a proteinas moduladoras, las cuales regulan la polimerizacion
y despolarizacion en la célula, ademas interaccionan con algunas otras proteinas
en el citoplasma como la miosina que participa en procesos de movilidad celular y
transporte (Benitez, et al., 2003).

Se sabe que la miosina de tipo | estd mas relacionada al transporte celular, mientras
que la miosina de tipo Il participa en la formacién del anillo contractil que se forma
durante la citocinesis (Ultima etapa de la division celular), esta contraccion del
citoplasma tiene como finalidad estrechar su diametro progresivamente hasta que
se dé la separacion completa de los dos citoplasmas de las células hijas (Benitez,
et al., 2003). Por lo que de verse afectada esta estructura, la division de las células
hijas o blastobmeros en el caso de este estudio se veria afectada ya que de acuerdo
a lo observado a las 144 h de DE donde se esperaria encontrar embriones en etapa
de blastocisto la mayoria de estos embriones se encontraban detenidos en etapas
de 2—4 blastémeros y de 6—8 blastébmeros, lo que indica, un retraso 6 detenimiento
de la progresion del DE, similar a lo observado en este estudio (Yang, 2018).

Incluso el PrPB podria estar produciendo dafio en la polimerizacion de los
microtUbulos del huso, estructuras tubulares de 25 nm diametro constituidos por
repeticiones de dimeros de o—Yy B- tubulina, estos participan en el transporte
intracelular, en el movimiento de cilios y flagelos asi como en la construccion del
huso para la segregacion de cromosomas y el desplazamiento de centriolos durante
la mitosis (Benitez, et al., 2003). Asi mismo, los microfilamentos de actina que
podrian también verse afectados, por lo que provocarian un retraso en la division

de blastomeros y por lo tanto la muerte celular.
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Otro aspecto muy importante es el dafio causado al ADN por los PBs, se sabe que
la cromatina esta formada por ADN vy proteinas, principalmente histonas (proteinas
ricas en arginina y lisina). La unidad basica estructural de la cromatina son los
nucleosomas, estos complejos se repiten cada 200 pares de bases formado fibras
de cromatina las cuales tienen apariencia de collar de cuentas, los cambios en la
modificacion de las histonas se ha descrito que retrasan la reanudaciéon meiotica y
alteran la condensacion de la cromatina, asi como también la activacion o inhibicion
de genes (Meng, et al., 2020). Estos datos podrian ayudar a entender por qué se
observan fragmentos de cromatina en los embriones expuestos a las
concentraciones mas altas de PrPB como en este estudio en la concentracion 300
uM donde la integridad de la cromatina se ve afectada. Adicional a esto JH, Martin.et
al., 2016 menciona que la reparacion del ADN en el desarrollo temprano puede
resultar en un paro embrionario completo o un desarrollo deficiente por lo que

refuerza lo observado en este trabajo.

Por altimo, la transmisién de defectos en el embrion tiende a la replicacién, ya que
el ciclo celular de embriones tempranos consiste en la alternancia de fases Sy M
con puntos de restriccidn breves, por lo que el dafio al ADN se replica rapidamente.
De lograr el DE temprano pasar esta etapa, el embrién tiene mas posibilidad de
culminar su desarrollo hasta la etapa de blastocisto (Martin, 2017), esto se relaciona
con nuestro estudio donde a pesar de tener DE en concentraciones altas de PrPB
(100, 150 y 300 uM) estos embriones fueron catalogados de mala calidad ya que
se observaron blastomeros anucleados, y fragmentacion de cromatina por lo que se
infiere que estos embriones no lograron contrarrestar el dafio provocado por el PrPB

y la mayoria de estos se encontraron muertos y detenidos en el DE.

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio y lo reportado por otros
autores referente a los PBs nos permite proponer un posible mecanismo de accion
por el cual el PrPB provoca disminucién en la viablidad de ovocitos asi como
también en el DE ademas de la disminucién de la MIV y el progreso del DE. Dicho

mecanismo de accion se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Posible mecanismo de accion propuesto del PrPB en ovocitos y DE porcino. La
exposicion del PrPB durante la MIV y DE podria causar dafio en las mitocondrias generando EROS
en el ovocito y en el embrion, desencadenando apoptosis, también afectaciones en los microfilamentos
de actina, microtubulos y filamentos intermedios provocando anormalidades en el citoesqueleto y la
disminucién en la expansion de las células del cimulo como en la viabilidad de ovocitos y embriones
porcinos. Ademas dafios al ADN mediante metilacion, fragmentacién en la cromatina o la inhibicién de
genes importantes para el DE. Modificado de Meng, et al., 2020; Jeong, et al., 2020; Yang, 2018;
Zhang, et al.,2023.
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En la Figura 22 se muestra el posible mecanismo de accidén propuesto mediante el
cual el PrPB afecta la viabilidad, MIV y el DE en el modelo porcino, tanto en el
ovocito como en el embrion el primer paso consiste en la entrada del PrPB a la
célula mediante difusion simple, esto debido a la capacidad que tiene de atravesar
la membrana plasmatica de las células debido a su estructura y tamafo, en el
ovocito lo primero que se encuentra son las células del camulo las cuales proveen
proteccion al ovocito y es por esto que se infiere que debido a eso la concentracion
de disminucién de viabilidad y MIV es mayor (300 uM)a la del DE donde a
concentraciones de (100, 150 y 300 uM) el PrPB comienza a ejercer dafio en el
embrion, una vez dentro de la célula ejerce accidén en las mitocondrias provocando
la distribucion anormal y defectos en la permeabilidad de estas, lo que provoca la
produccion e incremento en las EROS debido a la falla en la cadena de transporte
de electrones y fosforilacién oxidativa. Esta falla en las mitocondrias descencadena
estrés oxidante tanto en el ovocito como en el embrion que se refleja en el dafio al
ADN provocando alteraciones en la cromatina del ovocito, en el embridon con dafios
en citoesqueleto y microfilamentos de actina. Si la célula logra contrarrestar el dafio
provocado continuara con la MIV o el DE sino se programara a apoptosis, lo cual se
ve reflejado en el ovocito con la disminucion de la viabilidad y MIV, en el embrion
con la viabilidad y retraso en el DE. Los hallazgos encontrados en este estudio se

muestran de color amarillo.

11. Conclusion

La exposicidon de los ovocitos al PrPB durante la MIV disminuy6 significativamente
la viabilidad de forma concentracién dependiente asi como también la maduracion
a partir de 300 mM. En embriones, el PrPB provoco un descenso en la viabilidad de
manera concentracion dependiente en correlacion con el aumento en la
concentracion. Los embriones que estuvieron expuestos a altas concentraciones de
PrPB (100, 150 y 300 uM) mostraron un retraso o suspension del desarrollo
temprano y aquellos que se vieron mas afectados no lograron contrarrestar el dafio

para continuar con el desarrollo por lo que se infiere que se programaron a
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apoptosis. Es importante destacar que el PrPB es aproximadamente diez veces mas
toxico que el MePB en la viabilidad y cinco veces mas toxico en la MIV. Lo anterior
es debido a la longitud de la cadena alquilica, ya que se pudo comparar con
resultados anteriormente obtenidos en nuestro grupo de trabajo y con lo publicado

en la bibliografia consultada.

Estos resultados aportan evidencia de que el PrPB afecta la salud reproductiva
femenina disminuyendo la maduracién del ovocito asi como también retrasa el DE
temprano, por lo que se requieren mas estudios que profundicen acerca del dafio

provocado, debido al uso constante de productos que contienen PBs.

12. Perspectivas

Con los resultados del presente estudio se propone continuar con este proyecto
para determinar los posibles mecanismos que producen el dafio observado en este
trabajo.

Se abordara la produccién de EROS como posible causa del retardo en el DE.
Determinar la distribucion de la actina en el citoesqueleto y dafio a nivel de los
cromosomas durante la meiosis.

Para llevar a cabo este efecto se propone usar concentraciones subletales de los
PBs.
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14. Anexos

TECNICA DE MADURACION IN VITRO (MIV)

DIA [ por la manana

(. Atemperar la solucion salina a 25°C (temperatura ambiente)

2 Retirar el TL-HEPES de refrigeracion e incubarlo a 38.5 °C para que ce atempere de forma gradual
NOTA: todag la incubaciones geran a esta temperatura.

Suplemento de TCM-199, el dia de la MIV:

[. Tomar 9.5 mL de TCM-199 previamente preparado (esta en refrigeracion) y agregarlo en un tubo de 15 mL.
2. Tomar 2.5 mL de TCM-199 y agregarlo en un tubo 5 mlL.

3. Peear 0.0033 g de cieteina y agregarlog a log 2.5 mL del tubo chico (5 mL), para homogenizar
mezelarlo euavermente.

4. Tomar O.5 mL del tubo chico que contiene la cisteina y agregarlo al tubo de 9.5 mL de TCM-199 para
completar log [0 mL.

5. Alog 10 L del medio, agregarle 0O L de EGF (“Epidermal Growth Factor”).

6. Filtrar en un tubo de 5 ml estéril (Fittro O.22pum).

7. Preparar 3 cajae de Petri (3 em) y | caja de 4 pozos.

8. Etiquetar e incubar con tapa NO CERRADA, tanto log tubos donde se suplementt el medio TCM-199
como lag cajag (para permitir la entrada de CO2 y <e calibre el pH) al menos 3 h.

9. Degpués de la puncion ovarica se colectaran al rededor de 50 complejos ovacitos células del camulo
(COCs) por pozo y ce dejan madurar por <<+ h ge incuban en atmosfera de CO2 (5%).

1O. Alos pozos con COCe e les agregan 20 L de FSH/LH

Cajas de 4 pozos Cajas Petri
(INCUBACION LAVADOS

OJ0,
OIO, O

500pL de TCM-199 suplementado y se cubren con
aceite mineral.
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PUNCION FOLICULAR Y COLECTA DE COCs

DIA I por la mahana

[. A la llegada del rastro, log ovariog ge lavan con golucion galina al 0.9% atemperada y e colocan en
un vago de precipitado (con solucion galina tibia).

2. Ordenar el ecpacio de trabajo, campana de flujo laminar encendida con ecterilidad, mega cubierta con papel
Kraft.

3. Auna jeringa de [0 mL hacerle 2 orificiog, uno a la altura en | mL y el otro en 10 mL y colocar la aguja
roea de ,2x40 mm para la puncion, con el bicel hacia arriba.

4. Buncionar log foliculog de 3 a 5 mm diametro y colectar el fluido folicular en un tubo de 50 mL.

5. Dejar sedimentar por 20 min el fluido folicular con log complejos ovocitos célulag del camulo (COCs).

6. Quitar el sobrenadante hagta dejar Gnicamente el paquete celular (aproximadamente a 5 mL).

7. Agregar TL-HEPES hagta 20 L y dejar sedimentar por otrog 15 min.

8. Nuevamente quitar eobrenadante hagta 5 mL y llevarlo a 20 ml con TL-HEPES, dejar cedimentar por 15
min mag.

9. Quitar el fluido folicular hagta 5 mL.

[O. Agregar 20 mL de TL-HEPES al tubo de 50 mL y dividir [a muegtra en 2 partes para verterlos en una
caja petri de 90 mm de diametro (Ocupar tapa y bace de la caja).

I1. Seleccionar ovocitog con citoplagma uniforme y por lo menos tres capag de granulosas, pagarlog por lag
treg cajag de lavado para retirar exceso de granulosag.

2. Depositar de 50-60 ovocitos por pozo en la caja para la incubacion (caja de 4 pozos).

3. Agregar a cada pozo con ovocitoe, 25 uL de hormona FSH/LH 75 UL

[4. Dejar a incubacion por 44 h para la maduracion.

RETIRO DE CULTIVO DE MIV

DiA 3 (MEDIO DiA APROX).

| Retirar lag granulogag de log COCs por medio de accion mecanica con ayuda de una micropipeta de 100 },LL
2. Retirar log ovocitog del medio de MIV (TCM-199).

3. Realizar 3 lavadog con (PBS+BSA 6 TBM) geqin el procedimiento que e realice en seguida, ya gea para
evaluar MIV o realizar FIV con ayuda de una pipeta de 0O uL.

4. Redlizar el procedimiento correspondiente geqgin la técnica a emplear.
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SOLUCION SALINA: Para transportar ovarios.

NaCl 92 g por litro de agua destilada, calentar a 36/38 °C para el trangporte al ragtro.

TL-HEPES: Lavado de ovocitos después de puncionar los ovarios.

1litro 500 mL 250 mL 1 litro 500 mL 250 mL

NaCl 6.6633 3.33165 1.665 Sorbitol 2.186 1.093 0.545

KCl 0.2386 0.1193 0.059 NaHCO3 0.168 0.084 0.042
NaH2PO4 0.0408 0.0204 0.0102 Gentamicina 0.0250 0.0125 0.0062
Lactato de Na 1.4 mL 0.7 mL 0.35 mL Penicilina G 0.065 0.0325 0.01625

MgCi2.6H20 0.1017 0.05085 0.025 PVA 0.1 0.050 0.025
HEPES 2.383 1.1915 0.5957 CaCl22H20 0.294 0.147 0.0735

Piruvato de Na 0.022 0.011 0.0055

(. Tomar 500 mL de agua mili-Q (medir con la probeta, poner la mitad en un vaco de precipitado para agregar
lag eales.

2. Ajustar pH entre 7.2-7.4

3. Aforar a 500 mlL

4. Filtrar (poro de O.45pL)

Nota: Filtrar cada semana, dura 3 semanas en refrigeracion.

TCM-199 (Tissue culture medium): medio de maduracion de ovocitos.

100 mL 50mL

PVA 0.1g 0.05g
D-Glucosa 0.05496 g 0.02748 g
Ac. Pirtvico 0.019/8’AL 0.005 g/4,a.L
Estreptomicina 5 mg 0.0025 g
Penicilina 7.5 mg 0.00375 g

1. Tomar la mitad del medio TCM-199, agregar en un vaso de precipitado y agregar lag gales.
2. Aforar

3. Filtrar

4. Guardar a 4 °C (refrigerador).

5. Suplementar el dia de la colecta de ovariog para hacer cajae para la MIV.
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TBM (Trig buffer medium): Lavado de ovocitos antes de la fertilizacion, después de retirar lag células de
la granuloga.
Medio de fertilizacion; capacitacion espermatica.

9/200 mL g/100 mL g/50 mL

NacCl 1.32 0.6611 0.3305

Ka 0.0448 0.0224 0.0112
CaCi22120 0.2204 0.1102 0.0551
Tris (base libre) 0.4846 0.2423 0.12115
Glucosa 0.3964 0.1982 0.0991
Piruvato de Na 0.11 0.055 0.0275

(. Tomar la cantidad deseada a preparar de agua mili-Q con una probeta, colocar la mitad en un vago de
precipitado y agregar lag sales.

2. Aforar

3. Refrigerar

Nota: No ajustar pH, se suplementa 4.8 h antes de a FIV de la siguiente manera:

Suplemento de TBM
Para semen fresco: Para semen congelado:
TBM 20 mL TBM. 20 mL
BSA 7888. 0084 BSA 7888. 002 g
Benzoato de cafeina 002 g Benzoato de cafeina. 0008 g

[ Torar 20 mL de TBM

2. Agregar lag cantidades de BSA y cafeina

3. Tapar el tubo con papel aluminio perforado e incubar a 38°C por 24 h

4. Pogterior a lag 24 h ge filtra el medio, se preparan lag cajas de FIV y el restante se guarda en tubos de
5 mL tapados con papel aluminio perforado en la incubadora hasta gu ugo.

DPBS (Dulbecco Phosphate Buffered Saline : Para lavado de espermatozoides

Tomar 250 mL de DPBS comercial del refrigerador (4 °C) y agregar:

250 L. 25mL. |
CaClz anhidro 00250 g 00125 g | Filtrar (O.45 uL)
Penicilina 00254 00125 g 2. Guardar a 4 °C
Estreptomicina 0.01875 g 0.009375 g
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Suplemento de DPBS: el miemo dia de FIV por la manana.

(. Tomar 50 mL de DPBS preparado y agregar 0.05 g de albamina gérica bovina (BSA 8022)

2. Ajustar pH 7.2-7.4 (de preferencia 7.2)

3. Filtrar

4. Guardar en la incubadora tapado y sellado con parafilm para evitar la entrada de CO-

5. Degpues de 30 min, ce divide el medio en 2 jeringag de O mL , 1O ml en cada una y se meten ala

incubadora.

NCSU-BSA free 23 (North Carolina State University): medio de desarrollo embrionario

/100 mL /50 mL
NaCl 06355 031775
KCl. 00356 00178
KH2004 00162 0.008|
MgS047H20 00293 001465
D-glucosa ol 0.05
Clutaming 00146 00073
Taurina 00876 00438
Hipotaurina 00546 00273
NaHCO=. 02106 01053
CaCl.2H20 0025 00125
Penicilina @ 00075 000375
Estreptomicina 0.005 00025

. Usar agua mili-Q, tomar con la probeta, colocar en vago de precipitado de 50 mL y agregar lag salee
2. Ajustar pH 72-7.4

3. Aforar

4. Filtrar (045 L)

5. Almacenar a 4 °C

Nota: Duracion 3 semanas

Suplemento NCSU-23: el migmo dia de FIV por la manana

(. Suplementar O mL con 0.04 g de BSA 8022
2. Dejar reposar 15-20 min, mezclar suavemente gin formar burbujag
3. Filtrar (022 pL)

4. Preparar cajag e incubar.
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PREPARACION DE CAJAS PARA CULTIVO

TBM (Medio de EIV) 50uL de TBM suplementado + aceite mineral

Caja de cuatro pozos:

500puL de TBM suplementado + aceite mineral

Cajag petri de 6O mm de diametro: @

LAVADOS INCUBACION
NCSU-23 (Medio de desarrollo embrionario) 500, de NCQU-23
50pL de NCSU-23 suplementado + aceite mineral _ guplemenfado o min.eral

Caja de cuatro pozog:

LAVADOS

INCUBACION

Cajag petri de 6O mm de diametro:

DPBS (Medio de lavado para espermatozoides)

[OmL O mL

Antes de empezar la FIV, 2 h antes se preparan dos jeringas con DPBS suplementado y filtrado, una vez
preparadag se guardan en la incubadora.
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DPBS (el que se puso en
las jeringas)

Lavado de espermatozoides

Muestra original
- =
4 {\I‘ Resugpender

5 mL
—_—
- ’ l/ G o .
o "[ ; Centrifugar
. wjar' 5mlL DPBY 600 rpm (61 xg)/5min
o Movlidad B Temp: 24° C
5 ml: mueska Balancear log tubog
[ & 5 il cobrenadante
- L & =
Regugpender
Vivos emmm 5»/ onl & / . :_"\‘; ~ Célulag muerfag
é; Cenfrifugar ——Espermatozoides
Mo 3500 rpm (1900 xg)/5rin Vr
5 mL gobrenadante + 5 mL DPBS Balancear log tuboe © Quitar cobrenadante
© Dejar boton
=
Recugpender el boton -
Onl oRegugpender boton
m ﬁ »
oChecar movilidad
v Centrifugar
Boton + 10 mL DPBS 3500 rpm (I900xg)/5min o Quitar sobrenadante
Primero poner 5 ml, luego Balancear log tubog © Dejar boton
otrog 5l © Agregar 00pL de TBM
Conteo
] = I
Tomar 10 L del boton | B | 5570, SecdbeniOd anla
\\ tml ",‘ I camara de Neubauer
\ \ [OOuL
Se torman 2 tubos eppendorf: O /L(L ‘
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Conteo espermitico

N Sehacen conteog de egpermatozoides en log |
= cuadrantes[,2,3y4 ‘ .
= - Unicamente log que estan dentro de log cuadros log

~ que egtan gobre [ag lineag no ge cuentan.

“Namero de Aqi eg el conteo de la camara de Neubauer, pero -

- - para contar gpz se hace XIOS_
190 < 4-475 .

| 475,@(X)65 475ML TBM x5 =2375 ,u.L de TBM y 5,A.L/|/
s x)@'.{ ~ lal muegtra

egpermatozoides <
por cuadrante
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Preparacién de Propil-Parabeno (PrPB)

Solucion stock de PrPB
Solubilidad del propil en etanol:
0463 /L a20°C

Pego molecular: 180.20

Preparacion de etanol al 20%

(un(ch=(v2)(c2)
(X){70%) = (10 ml) (20%)

(0L x 20% / 70%= 2.8 L de EOH al 70 % en 7.2 mL
18020 g/mol — 1000 mL — IM kol it

de NCSU-23 euplementado.
0463 g— 1000 mL e¢ a0 2.56 mM '
Preparacion stock
(L 50 mL 1O mL
eroB 0463 g 00234 00046 g

* Qe colocan 0.0046 g para 10 mL de etanol al 20%

(. Tomar el volumen degeado de etanol a preparar en un vago de precipitado
2. Agregar la cantidad corregpondiente de PrioB
3. Filtrar, efiquetar y guardar a4 °C

Concentraciones por pozo

25 uM
(VD (en =(v2) (c2)
(X)(2.56 mM) = (500M) (0.025 M)

= (5008 LI(0.025 mM) - 4.88 L de PrPB y 495.12uL de NCSU-23
256 m

50M

(v {cn=(2)cz2)
(X)(2.56 mM) = (500 uM) [0.05 mM)

= (50041005 mM) _ 9.76ul de PrB y 490.2L de NCSU-23
256 mM
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(OO M

(un(cn=(v2)(c2)
(X)(2.56 mM) = (500 uM) (Ol mM)

= 1500pU0IM) _ g 53,1 do0rDB y 480.44L de NCSU-23
256 mM

150 uM

(U (Ch=1(v2)(C2)
(X)(2.56 mM) = (500 uM} {015 mi)
=500V (0I5 mM) - =29.2uL de ProB y 470.8pl de NCSU-23

2.56 mM

200uM

(Vn(ch=1v2)(C2)
(X)(2.56 mM) = (500nM) (02 mM)

~1500MI020M)__ 39 06, do P08 y 460.94uL de NCQU-23
256 mM

SOOMM

(W (en=(v2) (C2)
(X)(2.56 mM) = (5008 M) (0.3 M)

=(500u {03 M) _ - 58 59,1 de DrDB y 441.41uL de NCSU-23
256 mM

500uM

(Vi (e = (v2) (C2)
(X)(2.56 mh) = (500 M) (0.5 )
=(500uL) (0.5 mM)
256 mM

=97.65uL de OrPB y 402.33uL de NCSU-23
1000pM

(vn(cn=(2)ic2)
(X1(2.56 mM) = (500 uM) (I mi)

=(500uU(tmM) _ 195.31uL de PrPB y 304.69uL de NCSU-23
256 mM
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PBS: Lavado de tincionee

o/ 200 mL. a/ 100 mL g/ 50 mL
NaCl 16 08 04
KCI 004 002 00!
NazHPO-. 03 015 0.075
KH2P04. 004 002 00l

Suplemento de PBS-BSA: Dara evitar adhesion a lag puntag.

*0.003 g de BSA 8022 por [ mL de PBS

Hormonas LH y FSH (merional 75 Ul IBSA)

Qolucién stock 1Ox

[. Pegar hormonag 0.005 g (5 mg)
2. \aciar en un tubo de 15 mL

3. Anadir [O mL de medio TCM-199

4. Homogenizar

Solucién [x
[. De la golucion ctock, tomar [ mL y llevarlo a 10 mL con TCM-199 minimo (I mL de etock+ 9 mL de TCM-199)

2. Filtrar golucion
3. Preparar vialeg de un volumen de 50 ul

4. Congelar a-20 °C
*El medio se anade por las paredes del tubo para no hacer burbujas

Preparacion NaOH: para equilibrar pH (+)

30 lentejae en 25 ml de agua destilada
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Técnica de Fertilizacion in vitro (FIU) y desarrollo embrionario (DE)

DiAl

Se degnudan log ovocitog por medio de accion mecénica con ayuda de una micropipeta de [0OuL, s
retiran del medio de MIV.

. Se pagan log ovocitos por un tren de lavado con medio TBM suplementado.

. Se depoeitan log ovocitog en la caja de 4 pozoe con TBM euplementado y ce mantienen en incubacion
hagta eu ugo.

. Se procesa la muestra de sermen

. Se redliza el conteo de espermatozoides y se agregan SOmL de la dilucion final a log ovocitog en el
medio TBM.

.- Se mantienen en incubacion por 6 h (tiempo de la fertilizacion, co-cultivo de gametog).

. Pogterior a ece tiempo, ge pacan log ovocitoe &l tren de lavado ahora con el medio NCSU-25
auplementado hagta retirar el excego de espermatozoides.

. Se depogitan loe ovocitog en la caja de 4 pozoe con medio NCSU-23 euplementado y ge mantienen a
incubacion el tiempo requerido segn la etapa de degarrollo que e desee evaluar.

Dia2

9. Si e requiere evaluar fertillizacion, en el modelo poreino <e fijaran log ovocitog a lag 12- 16 h despuée de la
FIV (maximo a lag (8 h).

pDia3

0. Si ge requiere evaluar DE temprano, ce fijaran log embriones a lag 40 h después de la FIV.

DiA5-6

I1. i ge requiere evaluar blastocistog, ectoe ce fijaran alag 96 h despuée de la FIU.
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Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00121
Matricula: 2212801424

~ % W e A
EFECTOS DEL PROPILPARABENO
EN EMBRIONES PORCINOS En la Ciudad de México, se presentaron a las 10:00 horas
PRODUCIDOS IN VITRO. del dia 12 del mes de marzo del afio 2024 en la Unidad

Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los

suscritos miembros del jurado:

DRA. MIRIAM FAHIEL CASILLAS AVALOS
DRA. ALMA GUADALUPE LOPEZ LOPEZ
DR. JUAN JOSE RODRIGUEZ MERCADO
DR. EDUARDO CASAS HERNANDEZ

Bajo la Presidencia de 1la primera y con caracter de
Secretario el Ultimo, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la

obtencién del grado de:
MAESTRA EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL

DE: JESSICA ELIVIER NUNEZ MACIAS

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de 1la Universidad
Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
: resolvieron:
JESSICA ELIVIER NUNEZ MACIAS
L ALUMNA
) : ATROBAR
REVISO
Acto continuo, la presidenta del Jjurado comunicd a la
interesada el resultado de 1la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
MTRA. RO ERRANO DE LA PAZ
DIRECTORA SISTEMAS ESCOLARES
. > L 7
v
PRESIDENTA
DRA. MIRIAM FAHIEL CASILLAS AVALOS
VOCAL VOCAL SECRETARIO

DRA. ALMA GUADALUPE LOPEZ LOPEZ

DR.

o A L= Y

DR. EDUARDO CASAS HERNANDEZ

W 4
A e y
AN JOSE RODRIGUEZ MERCADO




