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RESUMEN

Actualmente la tasa de problemas en salud reproductiva como infertilidad,
insuficiencia ovarica prematura, niveles anormales de hormonas esteroideas
sexuales, entre otros ha ido en aumento. Una de las causas asociadas a estos es la
exposicidn a sustancias quimicas denominadas disruptores enddcrinos, que son
moléculas capaces de alterar el equilibrio hormonal y la regulacién del desarrollo
embrionario. Estudios demuestran que los disruptores enddcrinos estan presentes en
la lixiviacibn de aditivos de recipientes de polipropileno utilizados para el uso
alimenticio. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar los efectos de los
lixiviados de polipropileno sobre las caracteristicas celulares del foliculo ovarico y el

ciclo estral en un modelo murino.

El andlisis del efecto de los lixiviados sobre los ciclos estrales totales del Grupo Control
(GC) con respecto al Grupo Lixiviado (GL) demostré una diferencia significativa
teniendo una media de 10.73 y 10.09 ciclos respectivamente. Para la diferencia entre
el tiempo de latencia de etapas del ciclo estral se mostré con una p=0.0001 dandose
asi una diferencia notable entre los grupos. En el analisis del efecto sobre el nUmero
de crias que nacieron por grupo la media fue de GC= 5.4 y GL= 8.8 crias obteniendo
una p=0.0021. Cabe mencionar que se presentaron alteraciones morfoldgicas en crias
del GL. Por ultimo, no se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos sobre

la evaluacion del peso, consumo de alimento y agua.

Los disruptores endocrinos encontrados en los aditivos del polipropileno parecen
causar alteraciones en el ciclo estral, el nimero de crias y el tiempo de latencia, sin
embargo, no es suficiente evidencia para demostrar si causa una accién nociva a nivel
celular hacia la salud reproductiva de quienes los consumen, se necesita un analisis

histologico para observar estos cambios.

Palabras Claves: Disruptor Endocrino, Salud Reproductiva, Aditivos, Corte

Histoldgico.



1. INTRODUCCION

En la década de 1930, hubo un importante desarrollo tecnolégico donde la industria
del plastico que deriva del petrdleo comenzd su produccion en masa, dando paso a
gue en las siguientes décadas esta industria buscara desarrollar nuevos modelos, los
plasticos fueron inventos revolucionarios que definieron fundamentalmente una nueva
era al proporcionar materiales livianos con aplicaciones casi inagotables. Durante los
altimos 60 afos, esta industria ha contribuido a la prosperidad economica y al
desarrollo social debi6 a que es un material abundante y econémico, se ha propiciado
el consumo masivo ya que el acceso es asequible para la mayor parte de la
humanidad (Muncke, 2021; Barrick, et al., 2021). Desde ese entonces hasta el dia de
hoy el uso de polimeros esta aumentando a escala mundial lo que ha llevado a la
produccion de diferentes plasticos, junto con ellos estd el uso de compuestos
agregados a estos polimeros para brindar una amplia variedad de funciones. Estos
aditivos incluyen plastificantes, colorantes, auxiliares de flujo, estabilizadores de calor
y disolventes (Erytropel et al, 2014). En 1954, Giulio Natta desarroll6 el PP a partir del
uso de catalizadores, este plastico es ampliamente usado ya que cuenta con
caracteristicas como impermeabilidad, ligereza, barrera a los aromas, alta resistencia
quimica, resistencia al rasgado, y a las altas temperaturas y no es téxico. Debido a
esta Ultima caracteristica el PP es considerado por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y por la Food and Drug Administration (FDA) como un plastico seguro
para estar en contacto con alimentos. Sin embargo, el uso de este en el proceso de
calentamiento de alimentos en horno de microondas es considerado un factor
importante para potenciar la lixiviacion de sustancias aditivas presentes en el plastico,
ya que puede ocurrir incluso mas rapido y en mayor grado cuando el plastico se
expone al calor (Hauser R., 2019). Por ejemplo, los utensilios de cocina de plastico
del PP generalmente se calientan en hornos de microondas aproximadamente a
100°C (Marsh K. y Bugusu B. 2007). Esto significa que una persona podria estar
obteniendo una dosis aun mayor de sustancias quimicas potencialmente dafiinas por
el simple hecho de calentar los alimentos en el microondas dentro de recipiente de
plastico. Teniendo en cuenta esto, es importante conocer los aditivos presentes en los
recipientes de plastico ya que estudios reportan la presencia de aditivos en envases
de PP como ftalatos, bisfenol A (BPA), esteraminidasa entre otros y estos se

encuentran marcados como sustancias quimicas peligrosas para la salud. Se han
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asociado a los envases de plastico (para usos alimentarios y no alimentarios) con la
existencia de al menos 148 aditivos con propiedades peligrosas para la salud humana
y ambiental. Esto es preocupante, porque los productos quimicos conocidos o
potencialmente peligrosos contenidos en el plastico pueden migrar a los alimentos,
por lo que el empaque que se utiliza para proteger los alimentos se convierte en una
fuente de contaminacion quimica de los alimentos (Muncke J., 2021). Estas sustancias
debido a sus caracteristicas se han denominado como disruptores endocrinos (DE);
este concepto fue propuesto por la Dra. Theo Colborn en 1991 definiendo a los DE
como sustancias quimicas capaces de alterar el equilibrio hormonal y la regulacion del
desarrollo embrionario. En general, los DE son persistentes y se acumulan en los
tejidos, por ejemplo, los compuestos como pesticidas se acumulan en el tejido adiposo
y se metabolizan y excretan rapidamente. Sin embargo, ha habido una creciente
preocupacion por los efectos de alteracion endocrina de los productos quimicos no
persistentes como los anteriormente mencionados (Gore et al., 2015 mencionado en
Hipwell et al, 2019). Se sabe, por ensayos clinicos en animales, que algunos de los
DE tienen accion en las génadas (ovarios/testiculos) y a nivel cerebral, causando
problemas en la salud reproductiva como infertilidad, insuficiencia ovarica prematura,
niveles anormales de hormonas esteroideas sexuales, carcinomas, entre otros (Wedel
K., 2019). El contacto directo de lixiviados de PP con las células puede tener el

potencial de causar problemas de salud (Hwang et al., 2019).

2. MARCO TEORICO

2.1. INDUSTRIA DE PLASTICOS
Los plasticos son compuestos quimicos sintéticos, en la industria se conocen como
resinas, estos polimeros son materiales organicos compuestos por moléculas de gran
tamafo, cadenas largas de unidades moleculares llamados monémeros. (Morales et
al., 2018).

A estos plasticos la gran mayoria de las veces se les agregan aditivos llamados
plastificantes, para brindarles caracteristicas que mejoran el producto final. Segun el
Consejo de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) un plastificante
€s una sustancia que se incorpora a un material plastico o elastbmero para aumentar

su flexibilidad y facilitar su transformacion. (Beltran et al, 2005).



2.1.1. POLIPROPILENO

El PP, es un polimero que se obtiene a partir del propileno compuesto extraido del
petréleo siendo uno de los polimeros de mayor empleo en la industria del plastico
(Lépez et al.,2016). Estructuralmente es un polimero vinilico cuya cadena principal
esta formada exclusivamente por &tomos de carbono e hidrogeno, tiene en uno de los
carbonos de la unidad monomérica un grupo sustituyente metilo (CHs), ademas es un
polimero lineal cuya base es una cadena de hidrocarburos saturados (Galvis N.,
2014). Como caracteristicas fisicoquimicas se tiene que es un sdlido sin olor, color
blanco-transparente, con un punto de ebullicion de 120-132 °C, punto de fusion 158-
170 °C, densidad 0,92 g/cm?. Tiene naturaleza apolar, por lo que tiene una buena
resistencia quimica pero una resistencia débil a los rayos ultravioletas (Monzo, 2015;
SciFinder nimero de Registro CAS® 9003-07-0, 2022).

La empresa internacional de investigacion de mercado, Ceresana, informé que el PP
es el segundo polimero mas importante a nivel mundial y que se utilizaron 17,66

millones de toneladas para envases flexibles en 2016 (Han et al, 2020).

La Norma Mexicana NMX-E-232-CNCP-2011 establece y describe los simbolos de
identificacion que deben tener los productos fabricados de plastico, en referencia al
tipo de material, con la finalidad de facilitar su seleccion, separacion, acopio,
recoleccion, reciclado y reaprovechamiento. El simbolo se compone por tres flechas
que forman un tridngulo, con un namero en el centro y una abreviatura en la base,

para el caso del PP se identifica con el nUmero 5 en el centro.

El uso de polimeros estd aumentando a escala mundial y junto con él esta el uso de
muchos compuestos agregados a estos polimeros para servir en una amplia variedad
de funciones (Erythropel et al., 2014). La FDA considera al PP un plastico seguro para
almacenar alimentos. Sin embargo, a pesar de que el PP es considerado como
material seguro, su potencial como DE no han sido propiamente investigado (Chung
B, et al 2013).



Figura 1 Estructura quimica polipropileno. llustracion tomada de SciFinder nimero de Registro CAS® 9003-07-0

2.2. LIXIVIACION

Se define como lixiviacion a la disolucion de las fases sélidas de los materiales a través
el contacto con una fase liquida, lo que implica que particulas que por la reaccion,
arrastre o filtrado pueden infiltrarse hacia nuevos lugares, otra definicion, es la solucion
de uno o mas componentes de una mezcla solida por contacto con un disolvente
liquido, ambas fases entran en contacto intimo y el soluto pueden difundirse desde el
sélido a la fase liquida, lo que produce una separacion de los componentes originales
del sélido (Najera H, 2009; Gonzalez K., 2010; Li K., 2016).

Con la creacion del horno de microondas se dio paso a un estilo de vida mas
confortable, ya que reduce el tiempo y el costo del proceso de calentamiento, por lo
que este método es una alternativa a los calentamientos convencionales y ha
encontrado su espacio en la industria alimentaria (Menéndez J.A., 2017). El
funcionamiento del horno se basa en la generacion de ondas electromagnéticas en
frecuencia de microondas, las cuales generan energia que son absorbidas por las
sustancias presentes en los alimentos ya que, al rotar, las moléculas chocan unas con
otras, provocando su movimiento al dispersar la energia en forma de calor por la

vibracion molecular. (Restrepo R., 2013)

Existen protocolos establecidos por la FDA para las pruebas de migracion de
sustancias quimicas volatiles de recipientes para microondas y materiales
susceptibles al calor de este. Las temperaturas establecidas para realizar pruebas de
migracion van entre 100 a 130 °C durante 15 minutos. La temperatura que finalmente
experimenta un material en contacto con los alimentos en un horno microondas
depende de muchos factores como la composicion de los alimentos, el tiempo de

calentamiento, la masa, la forma de los alimentos y la forma del recipiente.



La lixiviacion de sustancias quimicas del BPA hacia los alimentos es una grave
preocupacion puesto que es una via de facil ingreso de dichas moléculas al
organismo. En los ultimos afios se reporta un estudio que muestra que el BPA es un
contaminante ubicuo en el ser humano y un generador de toxinas a muy bajas dosis,

mostrando efectos relacionados con la actividad hormonal (Battocletti A., 2011).

Se ha demostrado que existe lixiviacién de aditivos presentes en tubos de PP, en un
experimento al utilizar tubos de PP con hidrocloruro de tiamina, se encontré a esta
presente en el agua que contenian los tubos, haciendo notar el ingreso de la sustancia
guimica al medio liquido (Xu et al., 2011).

Los plasticos no son inertes y las moléculas mas pequefias se transfieren de los
envases de plastico a los alimentos, este proceso de transferencia quimica se conoce

como migracion o lixiviacion.

Empaque de plastico ", Parte exterior

© Moléculas pequenas del empaque:
Dentro:

Alimento

Adiivos,monomeros,olijomeros, impurezas, reaccion
al preducio,coniaminanies,adhesivo y inta del
esquetado.

O Moléculas de alimento:
Nutrienes, viaminas sabor.

© Contaminantes ambientales:

Coniaminanie organico
persistiente, pesicidas,
defergenies, efc.

Figura 2 llustracion esquematizada de la migracion quimica de contenedores para alimentos de plastico.
llustracion tomada y modificada de Muncke J. (2021). Tackling the toxics in plastics packaging. PLoS biology,
19(3).



2.3. DISRUPTORES ENDOCRINOS
Las sustancias quimicas peligrosas, como los DE, pueden transferirse de los envases
de plastico a los alimentos, junto con otras sustancias quimicas desconocidas o

toxicolégicamente no caracterizadas (Muncke J., 2021).

Se define alos DE como un grupo de sustancias quimicas que pueden imitar o alterar
la sefializacidon hormonal. Dichos disruptores son capaces de ejercer su efecto a dosis
muy bajas y actuan insidiosamente a lo largo de los afios, incluso pudiendo transmitir
su efecto a generaciones siguientes (Sanchez de Badajoz et al., 2018). Los DE se han
relacionado con el aumento de enfermedades, pero, a diferencia de otras clases de
toxicos como los carcindégenos, aun no se han codificado en las regulaciones

sanitarias con una categoria de peligro (Kassotis D.D. et al, 2020).

El hecho de que la exposicidn a sustancias quimicas puede dafiar la reproduccién
humana tomo relevancia, cuando se reconocio por primera vez que el plomo causaba

abortos espontaneos e infertilidad en mujeres y hombres. (Sutton P. et al.,2010)

Desafortunadamente se ha demostrado que los DE estan de manera libre en el medio
ambiente y son a menudo dificiles de evitar sefialando que la mayoria de estos
guimicos pueden atacar al sistema reproductivo femenino y mas especificamente al

ovario (Karwacka A. et al., 2017).

En un estudio llevado a cabo por el Instituto de Ciencias Marinas de Virginia se
demostré la acumulacion y presencia de polibromodifenil éteres (PBDE) en un modelo
animal siendo este un compuesto quimico que se usa como aditivo en los plasticos y
gue se consideran toxicos, siguiendo esta misma primicia, un estudio realizado en
Estados Unidos arrojo informacion donde los seres humanos también muestran
exposicidon a los PBDE, principalmente a través del polvo que trae consigo con estos
DE y pueden llegar a ingesta. (SEO BirdLife, 2019).

2.3.1. MECANISMO DE ACCION DISRUPTORES ENDOCRINOS
La capacidad de los DE para alterar la funcién reproductiva y la salud en las mujeres
ya se ha caracterizado. Tres diferentes vias se han propuesto para explicar la

influencia de los DE en los trastornos reproductivos.
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e Un efecto directo sobre la induccion de la expresion génica.

¢ Un mecanismo epigenético a través del cual los DE alteran las caracteristicas
transcripcionales sin cambiar la secuencia de ADN.

¢ Un mecanismo neuroendocrino, donde el sistema nervioso registra el entorno

y envia sefiales al sistema endocrino. (Signorile P. et al 2012).

Por lo mismo, la comprension de los mecanismos por los cuales los disruptores
endacrinos ejercen su efecto ha ido creciendo enormemente (Kabir E.R. et al, 2015).

Se sabe que ellos pueden.

e Imitar las hormonas naturales en el cuerpo como los estrogenos, los
andrégenos y hormonas tiroideas, que potencialmente producen
sobreestimulacion.

e Actuar como antagonistas, donde se unen a los receptores de hormonas
enddgenas dentro de una célula. Por lo tanto, la hormona normal no puede
unirse a los receptores y no se produce ninguna sefial. Finalmente, el cuerpo
no responde correctamente

¢ Interferir o bloquear las hormonas naturales o sus receptores (Kabir E.R et al,
2015).

Ademas, que dependiendo del tipo de DE pueden alterar la transcripcidn de receptores
nucleares, regular el fraccionamiento del ADN y el metabolismo de lipidos (Chichizola
C. et al., 2009).

Caracteristicas de los Disruptores Endocrinos

Interactta con los receptores hormonales o los activa.

Antagoniza los receptores hormonales.

Cambia la expresion del receptor hormonal.

Altera la transduccion de sefiales en pacientes sensibles a hormonas.

Induce modificaciones epigenéticas en células productoras de hormonas o que responden a hormonas.

Altera la sintesis de hormonas.

Afecta el transporte de hormonas a través de las membranas celulares.

Perturba la distribucién de hormonas o los niveles circulantes de hormonas.

Altera el metabolismo o la eliminacién de hormonas

Modifica el destino de las células productoras de hormonas o sensibles a hormonas.

Tabla 1 Principales caracteristicas de los disruptores endocrinos, (Mascolo R., 2021).




Se ha reportado que algunos quimicos como fenoles, ftalatos, percloratos y metales
pesados afectan a hormonas importantes para el desarrollo endocrino y reproductivo
femenino (Wang A. et al., 2016). Por lo que las mujeres pueden estar expuestas a la
toxicidad gonadal cuando estdn en contacto con productos quimicos que son DE
presentes en los alimentos, el agua, el aire o los productos que se usan en el hogar,
por ello la seguridad reproductiva puede verse comprometida (Strauss J.S et al.,
2018). La funcion adecuada del ciclo ovarico dependeré de diversos factores incluido
la exposicion gonadal a productos ambientales potencialmente toxicos, estos DE
pueden acelerar la pérdida de la tasa genéticamente predeterminada de ovocitos,

reduciendo asi la reserva folicular (Monteiro C.S. et al., 2020).

2.4. OVARIO

Los ovarios son un importante 6rgano reproductor primario que juega un papel
importante en la produccion de gametos femeninos y la liberacion de hormonas
sexuales. Las alteraciones funcionales de los ovarios pueden causar muchos
problemas reproductivos, como anovulacion, secrecién irregular de estrégenos y
esterilidad (Rowdhwal S. et al, 2018).

El ovario se compone de foliculos individuales como estructuras funcionales, junto con
cuerpos luteos. El ovario cuenta con importantes funciones exocrinas y endocrinas
dentro de la reproduccion sexual que mantienen las caracteristicas sexuales
secundarias, la mas importante de estas funciones es la maduracion ciclica de los
foliculos, seguida del establecimiento del foliculo dominante y la posterior liberacion

de un ovocito. (Cheng X. y Jiménez, 2017; Feng Y. et al.,2018).

Vasos 2 — Corpus >
sanguineos albicans Cuerpo lateo

Foliculo y( % /
i |

primordia

A o)  Cuerpo liteo
Foliculo @ ® temprano
primario \

Foliculo . ' ‘ Ruptura

&):J \ folicular

secundario
Ovomto

Foliculo
antral

Epitelio Foliculo Médula

germinal preovulatorio

Figura 3 Estructura del ovario, desarrollo folicular y ovulacion. llustracion realizada en Biorender, por la Biol.
Monica Sastre Mufioz.
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Los foliculos son las unidades funcionales del ovario, cuyas funciones principales son
la maduracion de los ovocitos, la biosintesis y secrecién de hormonas esteroides (Liu
T. et al.,2018). Los ovarios de ratdbn hembra contienen varios miles de foliculos
logrando madurar aproximadamente diez ovocitos en cada ciclo estral (Komatsu K. et
al 2018). Las etapas de ovogénesis para el ratbn y el humano parecen ser
fundamentalmente similares. Por supuesto, las escalas de tiempo son diferentes
(Mueller W. et al., 2015).

2.4.1. DESARROLLO FOLICULAR
La foliculogénesis es un proceso complejo que involucra cambios morfolégicos y
funcionales en las células de la granulosa y teca. Este proceso es secuencial y esta
dictado por respuestas especificamente reguladas a hormonas endocrinas y
reguladores intraovaricos. La seleccion folicular depende predominantemente de la
interaccidn célula-célula y la apoptosis. Al nacer, el nUmero de células germinales en
los foliculos primordiales ha disminuido notablemente debido a la apoptosis de las
células germinales que se produce antes de la formacion de los foliculos ovéricos. El
equilibrio de la proliferacion celular y la apoptosis juega un papel importante en la

seleccién de dominacién folicular (Liu Y. et al, 2019).

El adecuado desarrollo folicular en el ovario permitird que se alcance el objetivo
principal, aungue de manera temporal, que es proveer y garantizar el mantenimiento
de un numero apropiado de gametos viables que aseguren la reproduccion de las
especies. El crecimiento y desarrollo de los foliculos, a partir de los foliculos primarios
hasta el foliculo maduro, involucra la proliferacion de las células de la granulosa (CG),
al igual que el crecimiento y salida del ovocito durante la ovulacién, estos se
encuentran controlados principalmente por actividades neuroendocrinas en el eje
hipotalamo-hipofisis-ovario (HHO) ya que las gonadotrofinas hipofisiarias, factores de
crecimiento, iones y otros metabolitos ayudan a regular los mecanismos de
proliferacion, diferenciacion, supervivencia y muerte celular en el ovario (Vantman D.
et al., 2010; Peralta y Nicolas, 2013; Liu et al., 2018).

Los foliculos comienzan a crecer bajo la estimulacion indirecta de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y finalmente culminan en atresia u ovulacioén.

La atresia folicular en las células circundantes como las células de la granulosa y teca
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puede verse influenciada a través del mecanismo de apoptosis por una estimulacion
hormonal débil (Carou M. et al., 2017; Liu Z. et al.,2018).

Los foliculos se dividen en:

1. Foliculos primordiales: si contienen un ovocito rodeado por una capa parcial
o completa de células de la granulosa escamosa.

2. Foliculos primarios: mostrando una sola capa de células de la granulosa
cuboidales.

3. Foliculos intermedios: entre primordiales y primarios, tienen células de la
granulosa tanto cuboidales como escamosas. Si predominaban las células

cuboidales, los foliculos se clasificaban como del tipo primario.

4. Foliculos secundarios: se clasifican asi al poseer mas de una capa de
células de la granulosa sin antro visible.

5. Foliculos antrales tempranos: poseen generalmente solo una o dos areas
pequefias de liquido folicular (antro).

6. Foliculos antrales poseen un Unico espacio antral grande.

7. Foliculos preovulatorios tienen un borde de células del camulo que rodeaba
al ovocito.

(Myers M. et al 2004)

Células Primordial Primario Secundario Antral Preovulatorio Ovulatorio Cuerpo Liteo
germunales

Figura 4 Desarrollo del foliculo ovarico y el cuerpo IGteo, llustracion realizada en Biorender, por la Biol. Monica
Sastre Mufioz.

Un experimento in vitro en los que se expuso a una sustancia quimica llamado
dibutilftalato (DBP) a un tejido de ovario, dio como resultado una disminucion del
crecimiento de foliculos antrales y un aumento en la activacion de apoptosis celular
(Rasmussen L.M. et al., 2017).
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2.5. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

El eje hipotalamico-hipofisiario-ovarico debe verse como una entidad que trabaja en
conjunto para permitir la procreacion por medio de la produccion ciclica de hormonas
gonadotrépicas y esteroides. Este ciclo esta estrictamente regulado para seleccionar
un foliculo dominante para la ovulacion, mientras que prepara el endometrio para la
implantacion (Mikhael S. et al, 2019).

El hipotalamo, localizado en la base del cerebro, rige todo el sistema hormonal, siendo
el que controla la produccién de las hormonas puestas en circulacion en el organismo
e interviene en otros fendmenos como la regulacion de la temperatura corporal, el
peso, el apetito y las emociones, todo esto en diferentes ndcleos de este. Ademas,
este restablece el equilibrio en caso de exceso o insuficiencia de secrecién hormonal.
La hipofisis es una pequefia glandula endocrina ubicada bajo el hipotalamo que
dinamiza la produccion hormonal de los ovarios. Estos ultimos, son las glandulas
sexuales femeninas que rigen el ciclo menstrual y su funcionamiento es el siguiente:
el hipotalamo envia GnRH a la hipdfisis, la GnRH es liberada en las terminales
axodnicas de las neuronas GnRHérgicas, que estan localizadas en la eminencia media,
hacia la circulacion portal-hipotalamo-hipéfisis y por esta via la GnRH ejerce su efecto
sobre los gonadotropos localizados en la adenohipdfisis, estimulando tanto la
liberacién de la hormona luteinizante (LH) como de la hormona foliculo estimulante
(FSH) mediante la unién a receptores especificos de alta afinidad. Los ovarios, al ser
estimulados por FSH y LH, producen estrégenos y progesterona, que posibilitan la
existencia de ciclos regulares con menstruaciones normales, ausencia de dolores, un
adecuado moco ovulatorio y un buen desarrollo de las mucosas (Castillo A., 2011,
Trujillo A. et al., 2015).
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Figura 5 Eje hipotalamo-hipofisis-ovario. llustracién realizada en Biorender, por la Biol. Monica Sastre Mufioz.

De acuerdo con la teoria denominada dos células, la LH ejerce su accion sobre las
células de la teca induciendo los patrones enzimaticos para la sintesis de andrégenos,
se ha podido observar que la LH actia en ambas células, las de la teca y las de la
granulosa. La LH junto con la FSH inducen la produccion local de inhibina B los
factores de crecimiento IGF | y Il que se expresan en las células de la granulosa y de
la teca durante la foliculogénesis. Ambas gonadotropinas participan en el complejo
mecanismo de crecimiento y seleccion folicular. En el proceso de reclutamiento
folicular juegan un papel fundamental las gonadotropinas, siendo necesarios niveles
elevados de FSH junto con unos niveles permisivos de LH. (Botti G., 2008,
Tresguerres J. & Castillo C. 2005)
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Figura 6 .Teoria de las dos células. llustracion realizada en Biorender, por la Biol. Monica Sastre Mufioz.

2.6. CICLO ESTRAL
El ciclo estral en roedores es similar al ciclo reproductivo humano, comunmente
llamado ciclo menstrual (ciclos ovarico y uterino) (Ajayi A.F. et al, 2020). El ciclo estral
tiene cuatro fases, proestro, estro, metaestro y diestro (Galassi P., 2011; Angulo M.
2012). El periodo reproductivo y el ciclo estral de los ratones comienza alrededor del
dia 26 después del nacimiento con la apertura de la vagina. El despliegue vaginal se

asocia con un aumento de la concentracion de estradiol (Ajayi A.F. et al, 2020).

El ciclo estral del roedor es un modelo ideal para la investigacion cognitiva y
reproductiva, para el caso del ratobn hembra la duracién del ciclo varia de 4 a 6 dias
en animales mantenidos con 14 h luz y 10 h de oscuridad, algunos autores también
estipulan que este se puede ver influenciado por el medio ambiente a través del eje
hipotalamo-hipofisis (Galassi P. 2011; Angulo M. 2012).
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Figura 7 Etapas del ciclo estral. A) Estro, b) Metaestro, c) Diestro, d) Proestro. llustracion tomada y modificada en
Biorender por Biol. Monica Sastre Mufioz.

2.7. RATON CEPA CD-1
Los ratones de la cepa CD-1, son mamiferos, mantienen habitos nocturnos y
comportamiento sexual influenciado por feromonas, tiene habilidades sensoriales
desarrolladas como el olfato que le permiten distinguir entre individuos de su misma
familia y los intrusos, presentan comportamientos como territorialidad y localizacion
de la pareja para la actividad sexual. El sentido del tacto le permite los movimientos
en la oscuridad y la orientacién a seguir, se caracterizan por un agudo sentido del oido
capaz de distinguir sonidos ultrasénicos. Debido a la estructura de sus ojos, pueden
ver en la oscuridad, perciben la profundidad y detectan movimientos a 10 m. Su
sentido del gusto les permite descubrir sustancias amargas, acidas y toxicas, son
susceptibles a los cambios de temperatura, afectando su fisiologia. La actividad sexual
del raton se presenta durante la noche o lo que corresponde al periodo de oscuridad,
definidos en los ciclos luz-oscuridad. El patron reproductivo se caracteriza por ser una
especie poliéstrica, Alcanzan la madurez sexual de 40 a 60 dias después de nacer,
tienen un ciclo estral de duracién de 4-6 dias, con celo de 12 h. Tienen la capacidad
de entrar nuevamente a estro a las 24 h posteriores al parto. El periodo de gestacion
es de 19 a 21 dias con un promedio de 8 a 10 crias por camada. Las caracteristicas
al nacer pueden ser: peso entre 1-2 g, nacen con los 0jos y conducto auditivo cerrados,
sin pelaje y poco activos. Aproximadamente al tercer dia presentan desarrollo de
pelaje, para el dia 12 abren los ojos y el conducto auditivo externo, al dia 14 inician a
comer y se destetan al dia 21, con un peso alrededor de 11-14 g. Tiene un sistema

inmune y genoma similar al de los seres humanos.
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El ciclo de vida del raton va de 1 a 1.3 afios, lo que le permite ser un modelo ideal en
las investigaciones en muchas generaciones y en tiempos cortos (Vargas B. et al.,
2018). Una de las principales ventajas de las poblaciones consanguineas es que son
excelentes reproductoras y tienen camadas grandes, ademas, parte del
comportamiento de los ratones CD1 se asemeja al de los ratones salvajes, y también

tienen una buena agudeza visual a pesar de ser albinos (Hsieh L.S. et al, 2017).

La cepa CD-1 es empleada comunmente como modelo de investigacion para definir
los mecanismos que controlan el desarrollo temprano de los mamiferos de igual
manera monitorear los impactos ambientales y los efectos bioldgicos de la exposicion
temprana a diferentes sustancias y las consecuencia en la fertilidad (Kaludjerovic J. et
al., 2012; Crocker K. et al., 2017).

2.8. APOPTOSIS
La apoptosis se define como una forma conservada evolutivamente de muerte celular
programada o inducida critica para el desarrollo y la homeostasis tisular en animales
(Cheng F. y Ferrel J.E., 2018). Asi mismo, la muerte por apoptosis es un proceso
limpio y ordenado, caracterizado por el encogimiento general del volumen de la célula
y su nucleo, pérdida de adhesion a las células contiguas, formacion de vesiculas en
la superficie celular, diseccion de la cromatina en pequefios fragmentos y

englobamiento rapido del “cadaver” por fagocitosis.

La apoptosis es un proceso en el que aparecen mdltiples eventos en diferentes
momentos. Esto puede ser activado por diferentes estimulos, tales como: el dafio al
ADN, citocinas, pérdida de la matriz extracelular, etc. De igual manera las caspasas
juegan un papel importante en la iniciaciébn de apoptosis se activan las caspasas
iniciadoras y ejecutoras provocando la morfologia tipica de la apoptosis (Elinos-Baez
C. et al 2001). La deteccion de apoptosis ha adquirido gran importancia, debido a que
es un proceso dindmico, ya que la aparicion de estos depende de multiples factores.
Dentro de los procesos comunmente utilizados para detectar apoptosis esta la
deteccion de degradacion de ADN, cambios en la simetria de la membrana celular y

activacion de proteinas especificas, utilizando técnicas de microscopia.
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3. ANTECEDENTES

(Wang A. et al 2016) en su revision bibliografica explican como la exposicion a DE se
ha relacionado con una variedad de resultados adversos en el desarrollo y la
reproduccion, incluidos los efectos relacionados con la fertilidad, los resultados
adversos del embarazo y los efectos adversos para la salud en la infancia, como los
efectos del desarrollo neurolégico. Las propiedades quimicas de los DE afectan
particularmente a las hormonas que son fundamentales para el desarrollo adecuado.
Estos productos quimicos incluyen bifenilos policlorados (PCB), sustancias
perfluoroalquilo (PFAS), PBDE, BPA, algunos pesticidas de uso actual, metales y
otros.

Los efectos toxicos cronicos pueden resultar de una exposicion simple severa o en
repetidas exposiciones a lo largo de un periodo, (Bruck S. et al., 2018) relacionaron la
ingesta cronica de polietileno con Echinogammarus marinus a los cuales expusieron
mediante su alimentacidn con algas artificiales enriquecido con > 10000 microplasticos
/ g por dos semanas. Se intercambi6 agua y alimentos frescos suministrado dos veces
por semana. Después de 14 dias, seis individuos fueron diseccionados para confirmar
la ingestion de particulas, este estudio sugiere que la ingestibn de bajas
concentraciones de microplasticos no perjudica la alimentacién o el crecimiento de los
anfipodos a lo largo del periodo de exposicidn, sin embargo, es importante el estudio

de estas en sus diferentes concentraciones y en diferentes especies.

Existen evidencias que sugieren la relacion entre las afectaciones en la salud
reproductiva y la exposicion a sustancias quimicas, (Niederberger C. et al.,2018)
realizaron una revision sistematica que incluye 97 estudios, en los cuales se evaluo la
asociacion entre la insuficiencia ovarica primaria y toxicos ambientales. Los
investigadores descubrieron que la mayoria de aditivos como bisfenol A, ftalatos y
pesticidas comunmente tienen un impacto negativo en la funcién ovarica. (Rattan S.
et al.,2017) en una revision bibliografica buscaron la conexion sobre la exposicion en
modelos animales y humanos a pesticidas, metales pesados, dietilestilbestrol, di(2-
etilhexil) ftalato (DEHP) y bisfenol-A, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p- dioxina (TCDD),
nonilfenol, bisfenoles policlorados, triclosan y parabenos encontrando que estos

pueden estar asociados con efectos nocivos en la reproduccién, como por ejemplo:
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aumento en la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropina, disminucion de

foliculos sanos, endometriosis, infertilidad, entre otros.

(An R. et al 2021) llegaron a la conclusién de que los microplasticos de poliestireno
causan fibrosis a través de la activacion de la via de senalizacion Wnt / B-catenina y
la apoptosis de las células de la granulosa del ovario a través del estrés oxidativo en

ratas, lo que finalmente resulté en una disminucion de la capacidad de reserva ovarica.

A pesar de todas las evidencias que se han llegado a observar, sorprendentemente,
pocos estudios han examinado el papel de los DE en la restriccion del crecimiento
fetal y la pérdida del embarazo. (Andrew-Crain et al 2008) sugieren que la exposicion
a algunos DE durante el embarazo puede contribuir a una placentacion incompleta.

Para el caso de problemas en la fertilidad femenina, sindrome de ovario poliquistico y
endometriosis, se destaca la exposicion al BPA ya que puede verse asociado a estos
problemas de salud, ademéas puede provocar disminucién de foliculos antrales,
reduccion en el numero de ovocitos recuperados, acumulacion de foliculos
primordiales, llevar a inducir falla ovarica prematura, y llegar a interrumpir el proceso
de la esteroidogénesis (Sifakis S. et al., 2017; Wedel K. 2019).

Los resultados del estudio que elabor6 (Kummer V. et al 2011) mostraron que la
exposicidon posnatal a los PAH perturba significativamente el desarrollo de los ovarios
en ratas. El estudio proporcion6é evidencia de varios efectos de diferentes
Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (HAPS), que probablemente estan asociados
con una afinidad de unién diferente al ER ovarico o AhR y al grado de su
mutagenicidad. La exposicion posnatal a HAP probablemente alterd la constitucion y
maduracién de ERb ovarico, que en ratas inmaduras de 23 dias resulté en niveles
mas bajos de expresion de ERbe y reduccion en el numero de células ERb positivas
en los ovarios. Ninguno de los HAP investigados indujo una mayor degeneracion de

células de la granulosa y atresia del foliculo antral.

(Thomsen A.M. et al 2016), en Dinamarca, registraron los datos de muestras de orina
de 229 mujeres que estaban en el primer estudio de planificacion de embarazo y

descubrieron que una mayor exposicién a Ftalato de monoetilo (MEP) esta asociado
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con una menor probabilidad de lograr un embarazo dentro de los primeros seis

intentos.

Como parte de las afectaciones que se presentan para explicar la interrupcién de la
reserva ovarica en humanos, (Béranger, S. et al 2012) sefialan un mecanismo
relacionado a un aumento de apoptosis en los foliculos primordiales y primarios,
haciendo correlacion con los disruptores endocrinos, ya que el impacto de estos
agentes toxicos interfiere en el control local de la hormona del foliculo estimulante, y
esto conduce a una rapida reduccion de la reserva folicular, indicativo de un mayor
riesgo de presentar insuficiencia ovarica primaria, al igual que pueden provocar estrés

oxidativo y modificaciones en la metilacion de ADN.

En la revision de (Dutta S. et al 2020) explican que se llevdé a cabo un estudio
transversal para evaluar si los biomarcadores de fenoles y ftalatos en la orina de
mujeres sometidas a tratamiento de Fertilizacion In Vitro (FIV) se correlacionan con la
expresion de vesiculas extracelulares (EV) -miARN en su liquido folicular. La
desregulacion tras la exposicion a Ffalatos puede afectar el crecimiento folicular, la

funcién ovarica y, por lo tanto, las tasas de fertilidad (Martinez N. et al, 2019).

(Cuhra M., et al. 2017) hicieron un experimento donde dejaron desarrollarse y
reproducirse a individuos de la especie Daphnia magna en tubos de 50 ml hechos de
PP. Se observaron una tasa de reproduccion significativamente reducida con un inicio
a la edad de 15 dias, ademéas, hubo un aumento en huevos muertos. (Lithner D., et
al., 2012) demostraron que articulos fabricados con PP contienen un peligroso aditivo
llamado DEHP. Para el caso de recipientes de plastico destinados a entrar en contacto
con alimento, (Moreira M.A. et al. 2013) realizaron un analisis de la migracién de
ftalatos en contenedores de polipropileno sometidos a diferentes condiciones de
calentamiento, se encontraron ftalatos en todos los contenedores de PP, sus
resultados lograron demostrar que existe una mayor migracion de ftalatos en envases
con un tiempo de uso prolongado. Después de un uso prolongado, los envases
presentan pequefias deformaciones y son menos resistentes al calor, lo que puede
permitir que los ftalatos se liberen mas facilmente. (Qian, S. et al. 2018) analizaron
diferentes recipientes plasticos en los que se observd la migracion de aditivos y

recuperaron datos de la presencia de compuestos quimicos liberadas al encontrar
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alrededor de 100 aditivos migrantes presentes en los recipientes, sin embargo, sélo
12 productos quimicos de todos los identificados estaban en la lista EU No. 10/2011
de los productos quimicos permitidos para la fabricacion de plastico Plastic food
contact materials. Por lo anterior, el interés se centr0 en 4 sustancias:
dietilhidroxilamina (DEHA), ftalato de bis(2-etilhexilo) (DEHP), 2,4-di-tert-butilfenol
(2,4-DTBP) y estearamida debido a que tres de ellas se encuentran en la lista de

potencial riesgo de Noruega y todas se encontraron presentes en recipientes de PP.

De acuerdo con el articulo de (Scsukova S. et al 2016) los estudios en animales con
exposicidn a los DE sugieren que pueden alterar el orden de progresion programada
del ciclo de vida reproductivo femenino. Utilizando el DE PCB en animales de
laboratorio se ha observado que la mezcla (1 mg / kg) acelera el inicio de la pubertad
y acelerar la senescencia reproductiva. Los DE se han asociado con trastornos de
pubertad, incluida la pubertad de inicio temprano o pubertad tardia. Por si fuera poco,
se planted la hipotesis de que la exposicion a los DE puede contribuir a la desarrollo
de enfermedades ovéricas, incluida la aneuploidia primaria, insuficiencia ovérica,
sindrome de ovario poliquistico, deficiencia de estrégenos, anovulacion, cambios en

el ciclo menstrual y por lo tanto reduccién de la tasa de concepcion.

(Zhou C. et al. 2017) expusieron a ratas hembra de la cepa CD-1 a ftalatos causando
ovario quistico y pérdida de peso ovarico. (Brehm, S. et al., 2018) expusieron a ratones
de la cepa CD-1 con DEHP, la dosis mas baja que emplearon (20 pg / kg / d) la
eligieron ya que se encuentra dentro del rango de la exposicion humana diaria y causa
efectos sobre el desarrollo ovéarico en ratones, la administracion se realizé de forma
prenatal y los resultados que se observaron fueron un aumento significativo en la
duracion del proestro, con disminucion del tiempo de estro y aumenté el tiempo del
metaestro/diestro. Ademas, disminuy6 el nimero de foliculos primordiales lo que
provocoé una disminucion en el nimero de foliculos preantrales. (Rattan S. et al. 2018),
elaboraron un experimento donde expusieron a ratones de la cepa CD-1 y durante su
etapa puberal descubrieron que la exposicion al DEHP causé un adelanto en su
apertura vaginal, ademas aceleré la edad del primer estro. De igual manera en un
trabajo similar a los anteriores, (Chiang C. et al. 2019) expusieron a ratones de la cepa
CD-1 de manera subcronica a ftalato DEHP durante la etapa adulta causandoles una

disminucién en el tiempo del proestro en comparacion del control, asi mismo redujo
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significativamente la capacidad de las hembras para quedar embarazadas. Shi,
(2019), usando como objeto de estudio a ratones de la cepa CD-1 demostro que tanto
BPA como bisfenol E (BPE) y bisfenol S (BPS) hacen que la ciclicidad estral sea

anormal, que haya apareamiento retrasado, asi como embarazo interrumpido.

(Rashtian J. et al 2019) hicieron una recopilacién de investigaciones acerca de
diferentes plastificantes que afectan en la reproduccion femenina, y sus hallazgos
fueron los siguientes: Los ftalatos existen en muchos productos que se usan a diario,
como adhesivos, detergentes, aceites lubricantes, dispositivos médicos, productos
farmacéuticos, solventes, pisos, jabon, champu, lociones y esmalte de ufias. Estos
productos quimicos se liberan facilmente al medio ambiente donde se pueden adherir
en algunos alimentos y en el polvo de interiores, asi como en fuentes de agua y
sedimentos. Los seres humanos finalmente se exponen y las fuentes dietéticas se han
considerado la principal via de exposicidon. En esta revision, los investigadores se
centraron en el DEHP. Después de la ingestion, el DEHP se metaboliza en ftalato de
mono-2-etilhexilo (MEHP), que se considera el biomarcador activo de la exposicion al
DEHP. Los estudios han sugerido que el DEHP es un agonista del receptor activado
por proliferador de peroxisoma (PPAR) y del receptor x de pregnano (PXR), y se ha
demostrado que altera la sintesis de estrégenos y andrégenos; Hay pruebas
acumuladas de estudios experimentales con animales que sugieren que los ftalatos
ejercen toxicidad reproductiva al dirigirse al ovario. Se ha demostrado que los ftalatos
alteran la foliculogénesis, la esteroidogénesis, la maduracién de los ovocitos y el

desarrollo embrionario, lo que conduce a una reduccién de la fertilidad.

(Li L. et al 2016) utilizaron ratones de la cepa CD-1 en etapa puberal para demostrar
las acciones del DEHP, los resultados sugirieron que la exposiciéon a DEHP aumenta
el dafio en el ADN y también causa apoptosis en las células somaticas de los ovarios;

ademas de afectar la foliculogénesis temprana.
(Xu H. et al 2021) administé Benzo (a) pireno a ratones y descubrié que induce al

estrés oxidativo y a la apoptosis, ademas de disfuncién ovarica temprana asociada al

embarazo hasta cierto punto.
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En resumen, los estudios que realizaron (Li N. et al 2016), en ratones al administrarle
DEH argumentan fuertemente a la hipoétesis de que el DEH detuvo las células en las

fases GO / G1 e indujo la apoptosis de las células disminuyendo la produccién de P4.

Si bien la literatura epidemiolégica sobre la exposicion femenina a los DE no es
persistente y la fecundidad estd aumentando, la evidencia que apoya una asociacion
entre las concentraciones urinarias femeninas de la mayoria de los DE y la fecundidad
sigue siendo limitada explica (Minguez-Alarcon et al 2017), después de realizar una
recopilacion de investigaciones y leer que Hauser y sus colegas encontraron que los
metabolitos urinarios de DEHP vy ftalato de disodecilo (DiDP) se asociaron con una
disminucién del total de ovocitos maduros, y los metabolitos de ftalato de disononilo
(DINP) y DIiDP se asociaron con tasas de fertilizacion reducidas. Las concentraciones
urinarias mas altas de los metabolitos DEHP también se asociaron con una menor

probabilidad de embarazo clinico y nacimiento vivo.

4. JUSTIFICACION

Hoy en dia, la mayoria de los envases de alimentos utilizados en la industria
alimentaria y para comidas caseras estan hechos de polimeros organicos, como el
PP, en su fabricacibn se utilizan aditivos, que proporcionan determinadas
caracteristicas del producto final, la mayoria de ellos actian como DE y son
susceptibles a migrar del envase al alimento (Séiz J., y Gébmara B., 2017).

Los DE son sustancias toxicas, que incluso a bajas concentraciones, pueden afectar
la salud reproductiva, por lo tanto, se requieren estudios para determinar los efectos
toxicos de estos compuestos sobre la salud humana y que las normativas logren
establecer limites de cuantificacidbn mas bajos para su evaluacion. Se sospecha que
cerca de 800 sustancias quimicas pueden interferir con los receptores hormonales, la
sintesis o0 la conversion hormonal, aunque solo una pequeia fraccion de estos
productos quimicos se han investigado para identificar sus efectos endocrinos (Sutton
P. et al., 2010; Moreira M. et al.,2013; Bergman A. et al., 2013).

Por lo tanto, es necesario evaluar el impacto de los lixiviados de polipropileno, con la
finalidad de proporcionar evidencias de los efectos nocivos que provocan en el ciclo

estral, el desarrollo folicular y la reproduccion en ratones. Ademas, la informacién
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obtenida en este trabajo podria utilizarse en un futuro para poder realizar esquemas
preventivos ante la desinformacion de los aditivos y la lixiviacion que presentan, de
igual modo implementar alternativas al uso de estas sustancias quimicas, buscando
que con esto exista una disminucion en los dafios causados por la exposicidn a estos

lixiviados, en particular en mujeres en edad reproductiva.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son los efectos de la ingesta subcronica de lixiviados liberados del
polipropileno en ratones hembra (Mus musculus) adultos de la cepa CD-1 sobre el
ciclo estral, el desarrollo folicular y la fertilidad?

6. HIPOTESIS

La ingesta subcroénica de lixiviados de polipropileno por parte de ratones hembra (Mus
musculus) adultos de la cepa CD-1 modifica de manera perjudicial el ciclo estral, el

desarrollo folicular asi mismo la fertilidad.

7. OBJETIVOS

7.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la ingesta subcronica de lixiviados de polipropileno sobre el ciclo
estral, el desarrollo folicular y la fertilidad de ratones (Mus musculus) adultos de la
cepa CD-1.

7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar los efectos de la ingesta subcronica de lixiviados de polipropileno
sobre la duracion del ciclo estral de ratones hembra.

e Observar los efectos de la ingesta subcrénica de lixiviados de polipropileno
sobre la fertilidad en ratones hembra.

e Identificar los efectos de la ingesta subcronica de lixiviados de polipropileno
sobre cantidad y calidad de los foliculos en los ratones hembra.

e Determinar los efectos de la ingesta subcronica de lixiviados de polipropileno

sobre la apoptosis de las células foliculares en ratones hembra.
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e Identificar los aditivos presentes en recipientes de polipropileno destinados a
entrar en contacto con alimentos.

8. METODOLOGIA

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biologia de la Reproduccion, ubicado en el
Centro de Investigacion Biomédica de Oriente (CIBIOR), en Metepec, Atlixco, Pue.,
México. perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social.

Los animales asignados al presente proyecto fueron obtenidos del Bioterio
perteneciente al Centro de Investigaciones Biomédicas del Oriente. Los animales
fueron mantenidos en condiciones estandar de bioterio con libre acceso al agua y al
alimento siguiendo la norma NOM-062-Z00-1999 que trata sobre “Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”. La
eutanasia se realizé por dislocacion cervical y los cadaveres se trataran de acuerdo
con la Norma Vigente de manejo de RPBI. NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.

Se utilizaron 8 recipientes de PP de la marca CUBASA, destinados para estar en
contacto con alimentos, esta marca fue seleccionada por tener una gran disponibilidad
y acceso en el mercado, encontrdndose en diferentes cadenas de supermercado,
también cuenta con un amplia variedad de modelos y tamafios atractivos para el
publico, en relacién con el costo, sus precios son accesibles, esta marca cuenta con
el codigo de identificacion de resinas de plastico, y no cuenta con el codigo de
identificacion para el uso en horno de microondas, aunque en su pagina oficial se
mencione que perfectamente puede ser empleado su uso en este. Los resultados

reflejados en esta investigacion no pretenden lucrar ni afectar a la marca.

8.1. DISENO EXPERIMENTAL
Para el desarrollo del proyecto se utilizaron 22 ratones hembra (Mus musculus) de la
cepa CD-1 de 14 semanas poshatales, se seleccionaron de manera aleatoria para
separarse en grupos de 11 ratones. Los grupos de estudio se dividieron en grupo
lixiviados (GL) y grupo control (GC). Durante el tratamiento se evaluo el peso de ratén,

peso de alimento y consumo de agua.
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Figura 8 Disefio experimental. llustracion realizada en Biorender, por la Biol. Monica Sastre Mufioz.

8.2. ADMINISTRACION DE LIXIVIADOS
El tratamiento se llevo a cabo durante 8 semanas comenzando el registro el dia 1
hasta el término de la administracion en el dia 57, el proceso de lixiviacion y
almacenamiento fue realizado cada domingo antes del inicio de semana, dejando
reposar un dia. Es importante resaltar que el agua utilizada para ambos grupos fue
obtenida de los mismos garrafones y antes del proceso de lixiviacion se paso por un

sistema de filtracion (Fig.8).

Figura 9 Equipo de filtracién de agua Nanopure Diamond, con filtro D50281.

El agua con lixiviados se obtuvo a través del calentamiento de agua purificada (600
ml) en un recipiente de polipropileno marca CUBASA (Fig. 9) con una capacidad de

1,120 ml, se introdujo dentro de un microondas y se llevo a un calentamiento a 1000
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W de potencia durante 4 min para provocar la lixiviaciéon, después, fue envasado en
un recipiente de vidrio, con capacidad de 2000ml. Este procedimiento se realizé 3
veces para obtener la capacidad de 1,800 ml, y almacenarla para su posterior
administracion (Fig. 10), la cual se llevaba a cabo cada lunes, en un horario entre 7:30
a 8:30 de la mafana, en donde, cada raton del grupo que recibio lixiviados (L) contd
con su propio bebedero de vidrio con una capacidad de 250 ml, el volumen que se les
administré la primer semana fue de 100ml, pero se aumento la capacidad para las
siguientes siete semanas donde en cada inicio de semana se administré una

capacidad de 130 ml.

Por otro lado, al grupo control (C) se le administré agua purificada (600ml) la cual se
llevé a calentamiento en el mismo microondas a 1000 W de potencia por 4 min con la
diferencia de que el proceso de calentamiento se realiz6 en un recipiente de vidrio con
capacidad de 600 ml. Para su almacenamiento se utilizaron 2 matraz Erlenmeyer con
capacidad de 1000 ml, de igual manera se realiz6 el proceso 3 veces para lograr el
total de 1800 ml el cual fue administrado diariamente a través de bebederos de vidrio
para roedores con capacidad de 250 ml. De igual manera al grupo L, el volumen que

se les administro la primer semana fue de 100ml, pero este volumen aument6 a 130

ml para las siguientes siete semanas donde.

Figura 10 Recipiente de PP para almacenamiento de alimentos marca “CUBASA” con una capacidad de 1,125
ml.

Figura 11 Material empleado en el proceso de almacenamiento y calentamiento de agua.

8.3. EVALUACION DEL CICLO ESTRAL POR FROTIS VAGINAL
Para evaluar el ciclo estral se realiz6 el frotis vaginal en las ratones el cual consistié

en un lavado en la vagina con solucion salina al 9% con una pipeta Pasteur de plastico
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y la muestra recuperada se extendid sobre un portaobjetos cubriéndose con un
cubreobjetos. Este proceso se hizo todos los dias de la administracion (dia 1-57) con
horarios entre 8:30 y 9:30 h. Los portaobjetos se marcaron con el dia de la muestra 'y
el numero de raton, con el fin de llevar un control (Fig. 11).

Figura 12 Material empleado para la medicion de peso de raton, peso alimento y toma de frotis vaginal.

Una vez obtenido el frotis vaginal, cada muestra fue observada en un microscopio
invertido equipado con sistema de contraste de fase y sistema de captura de imagenes
(Fig. 12), Cada captura de imagen fue analizada para determinar la fase del ciclo estral

en el que se encontraban los animales y llevando un registro individual por dia.

Figura 13 Microscopio invertido, con camara incluida para andlisis de muestras.

8.4. DETERMINACION DE LA FERTILIDAD
Al término de la administracién de los lixiviados, se seleccionaron a las hembras
aleatoriamente de cada grupo experimental (GC con n=5/ GL con n=5) y cuando se
encontraron en la etapa de estro se les introdujo un ratébn macho con fertilidad

comprobada, los cuales no contaron con ingesta de lixiviados. Posteriormente se
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evalué la presencia del tapon seminal (Fig. 13) para comprobar la copulacion exitosa,
tomando a este como el primer dia de la gestacion, al igual que se les tomé el peso
para comprobar que estas lleven un aumento por la gestacion. Cada hembra fue
monitoreada hasta el dia del parto y al final de la gestacion se evalu6 el nimero de

crias por cada hembra.

8.5. EVALUACION DE LA CALIDAD Y LA CANTIDAD FOLICULAR

Al finalizar el periodo de consumo del agua para ambos grupos se seleccionaron
ratones aleatoriamente (grupo C con n=6 / grupo L con n=6) y se les realiz6 una
eutanasia por dislocacién cervical y los ovarios fueron recuperados para sus analisis
histologico. Para la evaluacion de la morfologia de células foliculares se realizo la
recuperacion de los 24 ovarios los cuales pasaron por un proceso de fijacion que evitd
lisis celular, utilizando formol amortiguado que es una solucién de aldehido férmico al
40 %. Después de la fijacion, se procedi6é a un lavado y etiquetado para ingresarlos
en el histokicnet de la marca ThermoScientific (Fig. 15) el cual se programé para que
pasara por el proceso de deshidratacion que consistid6 en colocar cada tejido en
concentraciones crecientes para eliminar agua, siendo etanol de 80%,96%,96%, 96%,
100%, 100%, seguido de un proceso de aclaracion utilizando una soluciéon 50-50
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(OH100%/Xilol), xilol, xilol, y por ultimo dos bafios de parafina. Para la inclusién de los
tejidos en parafina, con ayuda de unas escuadras para inclusion (Fig. 16) se vertié
parafina calentada a 60° para posteriormente ingresar el ovario y con esto la parafina
logre penetrar y cubrir en su totalidad al tejido. Cada tejido fue etiquetado para
después ser llevados a una plancha de enfriamiento, teniendo como resultado los
ovarios incluidos en cubos de parafina, los cuales fueron cubiertos en papel Parafilm

para su mejor preservacion hasta la realizacion de cortes histoldgicos (Fig. 17).

. eV

Figura 16 Histokicnet ThermoScientific, con proceso programado para tejidos histolégicos.

Figura 17 Escuadras y base para inclusién de tejidos en parafina.

Figura 18 Ovarios incluidos en parafina, almacenados para corte histoldgico.

Para realizar los cortes histolégicos, los cubos de parafina que contiene la muestra
fueron colocados en el cabezal del microtomo (Leica) el cual se ajusta con unas
perillas que controlan el movimiento y direccién en la cual se mantendra el cubo, se
utilizé un microtomo de deslizamiento (Fig.18), en el que la cuchilla es fija y el tejido
gue se corta esta en movimiento junto con el cabezal. Los cortes se realizaron con un
espesor de 4 um, los cuales eran recuperados y colocados en un bafio Maria para
que lograran extenderse. Posterior a esto fueron montados en portaobjetos
previamente tratados con Poly-L-lisina. Los portaobjetos con los tejidos se dejaron
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secando a temperatura ambiente y se almacenaron protegidos de polvo y humedad.
Para realizar una evaluacion del nimero y dimensiones de los foliculos, se utilizaran
las laminillas que pasaron por proceso de tincibn hematoxilina-eosina y se tomaron
fotografias de los cortes en estos midieron e identificaron los tipos foliculares (Fig.19)

con el uso del Software ZEN Black (Carl Zeiss, Germany).

Figura 19 Microtomo utilizado para hacer los cortes a los érganos incluidos en parafina.

El analisis y clasificacion folicular se realiz6 en ambos ovarios de los ratones
seleccionados de ambos grupos. Los cortes se examinaron en un mMmicroscopio
invertido y se capturaron fotografias con cédmara Nikon DS-Fi3. Las imagenes
obtenidas se analizaron con el programa Image-J, La clasificacion de las etapas
foliculares utilizadas para el andlisis se compone: (a) Primarios son los que poseian
predominantemente una sola capa de células de la granulosa cuboidales con algunas
células de la granulosa escamosas; (b) Secundarios rodeados por mas de una capa
de células de la granulosa cuboidales, sin antro visible; (c) Preantrales tienen espacios
antrales emergentes; (d) Antrales poseian un espacio antral claramente definido; (e)
Preovulatorios eran los mas grandes de los tipos foliculares y poseian una capa
definida de células de cumulo granuloso y Cuerpos Luteos siguiendo los criterios de
Myers et al. (2004).

Tipo de foliculo Diametro del foliculo
a) Primario (P) > 20 um
b) Secundario (S) > 50 um
c) Pre antral (PA) >100 pm
d) Antral (A) >200 um
e) Preovulatorio (PO) | >300 pm

Tabla 2 Clasificacion folicular de acuerdo con el diametro folicular, adaptacién de Myers et al. (2004).
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8.6. EVALUACION DE LA PRESENCIA DE APOPTOSIS EN LAS CELULAS
FOLICULARES

De cada ovario se obtuvieron aproximadamente 25 laminillas y para su andlisis fueron
seleccionadas 3 laminillas por cada ovario de ratén, siendo un total de 72 laminillas a
analizar. Cada laminilla fue sometida a un proceso de desparafinado colocandose en
una estufa de secado a 80 °C/30 minutos, después, las laminillas fueron colocadas en
recipientes de caja Coplin que contenian Xileno donde se pasaron dos veces por 10
min c/u. Posteriormente se introdujeron en concentraciones de etanol descendente
100 %, 100 %, 90 %, 70 % (5 min c/u), también se realizaron dos lavados con agua
desmineralizada (2 min c/u). Finalmente se mantienen en PBS 1% hasta tefiir. La
apoptosis en los ovarios fue analizada utilizando el kit Alexa fluor 488 Annexin V/Dead
cell apoptosis kit (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante: primero se
preparé 1X annexin-binding buffer, este se realiz6 en relacion 1:5 tomando 1ml del 5X
annexin-binding buffer y se agreg6 4mL de agua desionizada. Para la solucion final se
tomaron 500 pL de la solucién de 1X annexin-binding buffer, y se le agregd 1 L de
Alexa fluor 488.

Las laminillas se retiraron del PBS y se decantaron para poder colocarles la solucion
de Anexina V-Alexa fluor 488 y se dejaron incubando, por 30 minutos a temperatura
ambiente. Después se realizaron tres lavados con PBS 1% agregandose directamente
sobre el tejido. Posteriormente se agregd la solucidbn Hoechst 33342 y se dejo
incubando por 10 minutos a temperatura ambiente. Esta solucién se preparé en
relacion 1:500 colocando 1 pyL de Hoechst en 499 pL de agua desmineralizada.
Después las laminillas se decantaron y se les realizaron cinco lavados con PBS 1%.
Por ultimo, se les coloc6 10 pL de PBS 1x como medio de montaje y un cubreobjetos.

Estas fueron conservadas en camaras humedas hasta su observacion.

Figura 20 Laminillas con los cortes histologicos, previo a su observacion bajo microscopio.
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Cada laminilla fue analizada bajo microscopia de epifluorescencia, al utilizar un
microscopio invertido AxioObserver V2, equipado de sistema de iluminacion estructura
Apotome 2 y filtros de excitacion de 430nm y 488nm. Al utilizar el sistema de analisis
Zen Blue (Carl Zeiss) en cada laminilla seleccionada se determind la presencia de
Anexina V (fluorescencia verde) se midié su intensidad de fluorescencia la cual fue

representada en unidades relativas de fluorescencia (URF).

14-Ov1-06-40x.czi - ZEN 34 (ZEN lite)

tion Graphics Tools Window Help

anexinaV1-L4-Ovi-06-40xczi* ©

Single Channe! Range Indicator

Figura 21 Software ZEN Black. Andlisis de corte histologico de ovario 40x, obtencién de las unidades relativas de
fluorescencia de Anexina V (Carl Zeiss, Germany).

8.7. IDENTIFICACION DE ADITIVOS DE PP

Para la identificacion de aditivos de PP se conservaron las alicuotas de agua (Fig. 23)
gue se obtuvieron por el proceso de lixiviacion de cada recipiente utilizado. De igual
manera se conservo cada uno de los recipientes de polipropileno destinado para entrar
en contacto con los alimentos (Fig.22) que fueron utilizados y a los que se les aplico
un analisis FT-IR el a través de ATR (Attenuated Total Reflectance) utilizando un
espectrometro de la marca Perkin Elmer (Fig.24). La preparacion de las muestras de
plastico para su analisis se realiz6 de la siguiente manera: se coloc6 un portaobjetos
en una parrilla eléctrica precalentada a 200 °C. Posteriormente se fundié una muestra

representativa del contenedor de polipropileno para formar una pelicula lo
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suficientemente delgada que se ajuste al portamuestras del espectrofotémetro. Los
espectros adquiridos se encontraron en un intervalo de numero de onda entre 4000 a
400 cm?

Figura 22 Recipientes de polipropileno marca CUBASA®.

De igual manera se analizaron los aditivos presentes en las alicuotas de agua (Fig.25),
para esto se tomé una muestra de 100 puL con ayuda de una micropipeta y se coloco
en el portamuestras, para asi obtener los espectros y su posterior analisis, para

determinar que los aditivos estuvieran presentes.

Figura 23 Alicuotas conservadas a temperatura ambiente, del agua utilizada en cada semana del tratamiento.

Figura 24 Espectrofotémetro donde se obtuvieron los espectros Infra Rojo (IR).

Los espectros infrarrojos (IR) fueron sometidos a una prueba dentro del programa
Origin Pro 9.0, para la busqueda de otros picos dentro de los espectros, y se obtuvo
informacion bibliografia de espectros de IR ya registrados de los aditivos, que han
encontrados en recipientes de polipropileno y se determiné cuales estan presentes en
los recipientes que utilizamos en este experimento. (Anexo Fig.24).
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Figura 25 Muestra de espectro de infrarrojo QTR. mediante el programa Spectrum v3 3.0
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8.8. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los resultados se utilizo estadistica descriptiva. Para valorar las
diferencias entre los grupos independientes, se expresaron en Media+SEM, se
empleo andlisis de normalidad correspondiente para determinar el tipo de pruebay se
aplicé la prueba de andlisis de Varianza T de Student o Mann Whitney cuando fue
requerido, las diferencias se consideraran estadisticamente significativas con una

p<0.05. Realizado con el programa estadistico GraphPad Prism 8.0.1

9. RESULTADOS

En este experimento se compararon cada uno de los parametros analizados con
las hembras del GL y del GC teniendo una n=11 por grupo. Mediante el programa

GraphPad Prism 8.0.1 se evaluaron las diferencias estadisticamente significativas.

Efecto de lixiviados sobre el peso corporal.

Se midio el peso corporal de las hembras de los GL y GC teniendo una n=11 por grupo
durante los 57 dias que dur6 la administracion desde el inicio del experimento. Se
observo que los ratones del GC desde el inicio del experimento contaban con un peso
corporal mayor al del GL.

Control
Lixiviado

AS =TT T T T T T T T T T T T T T T T T T

NS 6 64 S OONIEOEN SO PPPP PN POSNPPPELA PR NPIE PN PRSP PP P

Dias

Gréfica 1 Efecto de los lixiviados sobre el peso corporal. Se observa que el peso de ambos grupos tiene un
comportamiento similar.
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En los ratones expuestos al consumo de lixiviados en agua, el peso promedio al inicio

del estudio fue de 54.7 + 1.45 g, mientras que después de la exposicidn incrementaron

sus peso en un promedio 2.98 g mas (Tabla 3). En los ratones no expuestos a

lixiviados, el peso promedio al inicio fue de 55.75 g y al final de 58.81 g. Se encontré

un aumento estadisticamente significativo (t= 4.95; P= 0.05) entre el peso de inicio y

el peso al final de los ratones expuestos a los lixiviados de PP; y un aumento

estadisticamente significativo (t= 2.22; P=0.001) entre el peso de inicio y el peso final.

El aumento del peso corporal en ambos grupos nos indica que la ingesta de lixiviados

no afecta la pérdida o aumento de peso en ratones durante una exposicion de 57 dias.
(Paired t test Two-tailed P<0.05. (Gréafica 2)

N MEDIA SEM

Control Peso inicial (g) 11 55.75 1.608
Peso final (g) 11 58.81 2.291

Lixiviado Peso inicial (g) 11 54.77 1.457
Peso final (g) 11 57.75 1.537

Tabla 3 Distribucién del peso promedio de los ratones hembra previo al experimento y al final de este para

Control

T T
Inicial Final

Peso

ambos grupos.

Lixiviado

*k%k

T T
Inicial Final

Peso

Gréfica 2 Efecto de los lixiviados sobre el peso corporal al final del experimento. Los resultados se expresaron
como Mediay SEM en un total de 11 hembras para cada grupo. *p<0,05; ***p<0,001 (Prueba T de Student).
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Efecto de lixiviados sobre la ingesta de alimento.

Para determinar el alimento ingerido se pes6 el consumo diario y se obtuvo la

diferencia entre dias.

Control
25= Lixiviado
20=

8 15-

&

(5 10-
5-

e R R R RR RN RN R RR R RN RN RN R RN R RN R AR RN RS

ND RS OA D BRI IR DD P AR A0 DD DN Do aBaR koD D g gl o 240 1 DB P N P PP

Grafica 3 Efecto de los lixiviados sobre el consumo de alimento. Gréafica donde se indican las diferencias entre el
consumo del grupo Cy el grupo L, donde este tltimo muestra un tendencia a tener un mayor consumo.

Como una forma de visualizar estos resultados por grupo, se realizo el promedio de
la diferencia del consumo de alimento, manteniendo una similitud entre ambos. No se
observaron modificaciones de mayor o menor consumo de alimento de manera

significativa entre los grupos (Unpaired t test Two-tailed P>0.05, (Gréfica 4)

15+

10

Gramos

0 I I

Control Lixiviado

Grupos

Gréfica 4 Efecto de los lixiviados sobre el consumo promedio de alimento. Gréafica donde se destaca como el
grupo L tiene un incremente en el consumo de alimento ligeramente mayor al grupo C.



Efecto de lixiviado sobre laingesta de agua.

Se registro el consumo de agua cada dia, para conocer el consumo que de cada grupo

estudiado.
30 Control
Lixiviado
) 20-
E
= 104
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Dias

Graéfica 5 Efecto de los lixiviados sobre el consumo de agua. En esta grafica no se logra visualizar
completamente una tendencia de diferencia entre el consumo de ambos grupos.

Para poder analizar el consumo de agua de los grupos se obtuvo el promedio del
consumo diario de cada uno. No se observaron modificaciones de mayor o menor
consumo de agua de manera significativa entre los grupos (Unpaired t test Two-tailed

P>0.05, (Grafica 6)

20

Mililitros
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Control Lixiviado
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Gréfica 6 Efecto de los lixiviados sobre el consumo promedio de agua. Se refleja como el grupo control presenta
una mayor ingesta de agua, con relacién al grupo lixiviado.
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Efecto de lixiviados sobre el ciclo estral.

En este experimento se compararon cada una de las fotografias obtenidas tras realizar
frotis vaginal durante el tiempo de tratamiento las cuales fueron analizados para

ambos grupos.

Figura 27 Citologia vaginal durante las diferentes etapas del ciclo estral. a) Estro, b) Metaestro, c) Diestro, d)
Proestro

Para poder comparar los resultados de los GC y GL, se enumerd y cortejé la cantidad
de ciclos estrales que se presentaron en cada grupo; el grupo Control present6 10.18
+ 0.48 ciclos, el grupo Lixiviado presenté 8.72 + 0.75 ciclos sin embargo no se
encontrd diferencia significativa entre los dos grupos (Unpaired t test Two-tailed
P>0.05, (Grafica 7).
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Grafica 7 Numero de ciclos estrales. Los valores se muestran Media+ESM del total de ciclos estrales de cada
grupo. No se observo diferencia significativa de los ciclos estrales en comparacion con el grupo Control (Mann
Whitney test Two-tailed P>0.05)

También se contabiliz6 y comparé la duracion en dias del ciclo estral de cada grupo,
en el grupo Control duro 5.44 + 0.27 dias, en el grupo Lixiviado dur6 6.66 + 0.72 dias;
no se observé diferencia entre el grupo con ingesta de lixiviados en comparacion el
grupo Control (Mann Whitney test Two-tailed P>0.05, (Grafica 8)
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Grafica 8 Duracion de ciclos estrales. Los valores se muestran Media+ESM de los dias de ciclos estrales de cada
grupo. No se observé diferencia significativa de la duracién de ciclos estrales en comparacion con el grupo
Control (Mann Whitney test Two-tailed P>0. 05)

Se registraron y contrastaron la cantidad de ciclos estrales completos (presencia de

las 4 etapas) que presentaron cada grupo, el GC presenté 6.45 + 1.11 ciclos
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completos, el grupo con ingesta de lixiviados presentd 4.18 + 0.55 ciclos completos;
el nimero de ciclos completos disminuyo significativamente (P=0.0110) en el grupo

Lixiviado comparado con el Control (Unpaired t test Two-tailed P<0.05, (Grafica 9).

Numero de ciclos
T

0 1 I

Control Lixiviado

Grupos

Graéfica 9 Ciclos estrales completos. Los valores se muestran Media+ESM para ambos grupo. Se observo
diferencia significativa de ciclos completos en comparacién con el grupo Control (Unpaired t test Two-tailed
*P<0.05)

De igual manera se compararon y contrastaron la cantidad de ciclos estrales
incompletos (ausencia de 1 0 mas etapas) que presentaron cada grupo, el grupo
Control presentd 3.72 + 0.42 ciclos incompletos, el grupo con ingesta de lixiviados
presentd 5.18 + 0.44 ciclos incompletos; el numero de ciclos completos disminuyo
significativamente (P=0.0286) en el grupo Lixiviado comparado con el Control
(Unpaired t test Two-tailed P<0.05, (Gréfica 10).
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Graéfica 10 Ciclos estrales incompletos. Los valores se muestran Media+ESM para ambos grupo. Se observé

diferencia significativa de ciclos incompletos en comparacién con el grupo Control (Unpaired t test Two-tailed
*P<0.05)

En el analisis de la ciclicidad por ratén se identificaron las diferentes etapas del ciclo
estral. Se evaluaron probables diferencias en la frecuencia y duracion de cada estado
del ciclo estral durante el experimento en ambos grupos (Tabla 4). El nUmero promedio
del proestro disminuyo significativamente mientras que el de estro, metaestro y diestro
no se encontraron diferencias significativas comparado con el grupo control
(p=0.0026, p=0.0802, p=0.0921 y p=0.3731, respectivamente) (Unpaired t test Two-
tailed, Grafica 11). La duracién del proestro y estro (nimero promedio de dias) en el
grupo Lixiviado se redujo significativamente versus el grupo Control p=0.0065 y
p=0.0320 respectivamente. Mientras que la duracién del metaestro y diestro no
mostraron significancia respecto al grupo Control p=0.6142 y p=0.8104 vy

respectivamente (Unpaired t test Two-tailed, (Gréafica 11).

Proestro Estro Metaestro Diestro

Frecuencia de estados del ciclo
Control 7.27 +0.75 14.73 + 0.83 13.00 + 0.98 19.18 + 1.75
Lixiviado 436 +0.38* | 12.18 +1.20 16.91 + 1.97 21.45+1.77

Duracion de los estados del ciclo (dias)
Control 1.35+0.17 2.79 +0.22 2.46 +0.21 3.50 +0.20
Lixiviado 0.74+0.10* | 1.97+0.27* 2.63 +0.26 3.41+0.31

Tabla 4 Frecuencia y duracién de los estados del ciclo en 57 dias de tratamiento.
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Gréfica 11 Frecuencia de cada etapa del ciclo. Los resultados se expresaron como promedio y SEM en un total
de 11 hembras para cada grupo (**p<0.05; p>0.05, p>0.05 y p>0.05, respectivamente; Prueba T de Student).
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Gréfica 12 Dias de duracion de cada etapa del ciclo. Los resultados se expresaron como promedio y SEM en un

total de 11 hembras para cada grupo (**p<0.05; *p<0.05, p>0.05 y p>0.05, respectivamente; Prueba T de
Student)).

Efecto de lixiviados sobre fertilidad.

En este experimento se realiz6 el conteo de cada una de las hembras que se
encontraron gestantes en cada uno de los grupos. Los resultados obtenidos fueron
los siguientes:

Control Lixiviado
No. % No %
Gestantes 3 60.00 5 100.00
No gestantes 2 40.00 0 0.00
Total 5 100 5 100

Tabla 5 Distribucién de frecuencias porcentual de acuerdo con su estado gestacional de los ratones para ambos
grupos.
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NUumero y peso corporal de las crias.

Después del conteo de cada ratdon gestante se monitorearon para observar que
estuvieran en Optimas condiciones. y posterior al parto se contabilizo el nimero de

crias (Tabla 6) y el peso corporal de estas de acuerdo con el sexo. (Tabla 7)

Control Lixiviado
No. % No %
Hembras 12 44.44 20 45.45
Machos 15 55.56 24 54.55
Total 27 100 44 100

Tabla 6 Distribucién de frecuencias porcentual por sexo de los ratones recién nacidas para ambos grupos.

N MEDIA (g) SEM

Control Peso hembras 12 32.90 3.54
Peso machos 15 37.09 3.79

Lixiviado Peso hembras 20 42 .48 1.41
Peso machos 24 48.08 0.92

Tabla 7 Distribucién del peso promedio de los ratones nacidos en relacién con el sexo para ambos grupos.

Ademas del peso corporal en este trabajo hemos observado que los recién nacidos
presentaron falta de desarrollo de falanges y presencia de sindactilia, asi como la

ausencia de desarrollo de huesos del metacarpo y falanges.
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Figura 28 Malformaciones causadas por exposicion a lixiviados. (a) Falta de desarrollo de falanges y presencia
de sindactilia. (b) Ausencia de desarrollo de huesos del metacarpo y falanges. (c) Carente desarrollo de falanges
y presencia de sindactilia.

Efecto de Lixiviados sobre cantidad y calidad del desarrollo folicular.

Tras la obtencion de los cortes histolégicos de los ovarios se realiz6 la comparacion
del numero total de foliculos de cada categoria de los cuales, los foliculos primarios,

secundarios, preantrales, preovulatorios y cuerpos luteos no se observé una diferencia
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significativa entre GL y el GC (Unpaired t test Two-tailed P>0.05). Por otro lado, se

observd menor numero de foliculos antrales GL (Unpaired t test Two-tailed P<0.05)

en comparacion al grupo Control (Tabla 8).

Numero de foliculos por categoria

Control Lixiviado
Primario 28.63+6.71 16.50+2.44
Secundario 53.63+10.16 32.00+4.99
Preantral 67.50+14.62 35.50+9.37
Antral 14.25+2.16 8.375+1.30*
Preovulatorio 12.13+2.68 9.00+1.77
Cuerpo Luteo 16.13+2.70 10.50+1.753
Total 256.33+75.91 149.16+39.51

Tabla 8 Numero de foliculos por categoria. Media £ SEM. del nimero de foliculos presentes en ambos ovarios
por categoria del grupo Control y Lixiviado sacrificadas al termino de administracién, en etapa estral n=4 por

grupo.
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Gréfica 13 Efecto de lixiviados sobre los foliculos ovaricos. . Los valores se muestran Media+ESM para ambos
grupo. Se observo diferencia significativa para los foliculos antrales en comparacion con el grupo Control
(Unpaired t test Two-tailed *P<0.05). P: Primario, S: Secundarios, PA: Preantrales, A: Antrales, PO:
Preovulatorios, CL: Cuerpo Luteo.

Cuando se comparé el diametro de los foliculos totales del GL vs GC, no se

observaron cambios significativos. (Tabla 9).

Diametro promedio de foliculos por categoria
Grupo P (um) S (um) PA (um) A (um) PO (um)
Control | 39.00+0.88 | 73.94+1.27 | 138.0+2.03 | 241.9+4.31 | 458.4+11.11
Lixiviado | 37.21+0.99 | 73.35+1.40 | 135.8+1.67 | 240.6+3.89 | 488.0+17.71

Tabla 9 Diametro de foliculos. Media + SEM del diametro en um de los foliculos presentes en ambos ovarios por
categoria para ambos grupos, sacrificadas al termino de administracion, en etapa estral n=4 por grupo. P:
Primario, S: Secundarios, PA: Preantrales, A: Antrales, PO: Preovulatorios.
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Morfologia ovarica.

Los ovarios de los ratones del GL presentaron una diferencia significativa con relacion

al diAmetro del ovario
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Gréfica 14 Diametro del ovario. Se observo diferencia significativa para los ovarios del grupo control en
comparacion con el grupo Lixiviadol (Unpaired t test Two-tailed *P<0.05.

En los ovarios de los ratones del grupo Control la morfologia muestra la presencia de
cuerpos lateos indicadores de la ovulacién (Figura 27), a diferencia de lo observado
en los ratones del grupo lixiviado en los que no se observaron cuerpos lateos, en los
cortes de ovario de estos Ultimos se observa la presencia de estructuras prequisticas
(Figura 28).

Figura 29 Figura 30 Cortes de ovario de los ratones del grupo lixiviado. Presentan estructuras prequisticas,
sefialadas en un circulo rojo
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Deteccion de apoptosis en células de granulosa y estromales del ovario.

Tras la obtencion de los cortes histolégicos se procedié a la deteccion de apoptosis
en células de granulosa y estromales mediante fluorescencia, se realizO una
cuantificacion de Unidades Relativas Fluorescentes (URF) donde se planted observar
el grado de presencia de Anexina V, en las células foliculares de tipo estromal y
granulosa. Lo que se pudo encontrar es que para ambos grupos la presencia de

Anexina V era mayor en las células estromales.

Figura 31 Figura 32 Efecto de los lixiviados de PP sobre la induccion de apoptosis en las células foliculares. Se
observa que las células estromales (flechas blancas) muestran mayor apoptosis como es observado por la unién
de Anexina V (fluorescencia verde) en comparacion con las células de la granulosa (flechas rojas). Tincion de
nucleos celulares con Hoescht 33342.Imagenes capturadas a 40X

Se obtuvieron los valores correspondientes de ambos tipos celulares para ambos
grupos, el grupo Control presenté 299.0 + 17.11 URF en células de la granulosa, y
596.8 + 48.55 URF en células estromales teniendo una significancia de p <0.0001.
Para el caso del grupo con ingesta de lixiviados presentdé 321.6 + 20.65 unidades
relativas de fluorescencia en células de la granulosa; para el caso de células
estromales se obtuvo el valor de 596.8 + 48.55 URF teniendo una significancia de p
<0.0001, siendo que para ambos grupos se observé un aumento de presencia de

fosfatidilserina en células estromales (Unpaired t test Two-tailed P<0.05, (Gréfico 15).
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Grafica 15 Apoptosis de células estromales y granulosa. Los valores se muestran Media+ESM para ambos
grupo. Se observo diferencia significativa de en comparacion con el grupo Control (Unpaired t test Two-tailed
*P<0.05)

Tras observar la presencia de anexina V en las células foliculares, se realizdé una
comparativa para el mismo tipo de células en los dos grupos, buscando observar si
existian diferencias significativas entre estas; para las células de la granulosa el grupo
Control present6 299.0 + 17.11 URF, el grupo Lixiviado presentd 321.6 + 20.65 URF,
en el caso de células estromales el grupo Control present6 596.8 + 148.55 URF, el
grupo Lixiviado present6 555.5 + 30.67 URF, sin embargo, no se encontrd diferencia

entre los grupos en ninguna de los dos tipos celulares analizados.
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Gréfica 16 Apoptosis de células estromales y granulosa en los grupos. Los valores se muestran Media+ESM
para ambos grupo. No se observo diferencia significativa en comparacion con el grupo Control (Unpaired t test
Two-tailed *P<0.05)

Identificacion de aditivos.

Se identificaron los grupos funcionales mediante IR que se encuentran presentes en

los recipientes de polipropileno utilizados y en las muestra de agua que se utilizaron

durante el tiempo de tratamiento. (Anexos)

Comparacion alicuotas con resina pléstica.

Posteriormente se identificé los aditivos de acuerdo con los grupos funcionales

presentes, tomando como base la bibliografia obtenida de identificacion en espectros

de IR.
Grupo funcional Nombre del grupo Interpretacion de
funcional Aditivos

Agua semana 1 C-H Aldehido Formaldehido
C-H Aldehido Formaldehido
C=C Alquino
C=C Alquino
C-0 Anhidrido Molécula del Agua
O-H Hidroxilo Molécula del Agua

Agua Semana 2 C-H Aldehido Formaldehido
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C-H Aldehido Formaldehido

C=C Alquino

C-H Alcano DEHP

O-H Hidroxilo Molécula del Agua

C-O Anhidrido Molécula del Agua
Agua Semana 3 C-H Aldehido Formaldehido

C-H Aldehido Formaldehido

C-H Aldehido Formaldehido

C=C Alquino

C=C Alguino

C-H Algueno Migracién de PP

O-H Hidroxilo Molécula del Agua

C-0 Anhidrido Molécula del Agua

C-H Alcano DEHP
Agua Semana 4 C-H Aldehido Formaldehido

C-H Aldehido Formaldehido

C-H Aldehido Formaldehido

C=C Alguino

C=C Alquino

C-H Algueno Migracién de PP

O-H Hidroxilo Molécula del Agua

C-0 Anhidrido Molécula del Agua
Agua Semana 5 C-H Aldehido Formaldehido

C-H Aldehido Formaldehido

C=C Alquino

C=C Alquino

C-H Algueno Migraciéon de PP

O-H Hidroxilo Molécula de Agua

C-0 Anhidrido Molécula de Agua
Agua Semana 6 C-H Aldehido Formaldehido

C-H Aldehido Formaldehido

C=C Alquino

C-H Algueno Migracién de PP

O-H Hidroxilo Molécula del Agua

C-0 Anhidrido Molécula del Agua
Agua Semana 7 C-H Aldehido Formaldehido

C-H Aldehido Formaldehido

C-H Aldehido Formaldehido

C=C Alquino

C=C Alguino

C-H Alcano

C-H Alcano

O-H Hidroxilo Molécula del Agua

C-0 Anhidrido Molécula del Agua
Agua Semana 8 C-H Aldehido Formaldehido

C-H Aldehido Formaldehido
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C=C Alguino

C=C Alquino

C-H Algueno Migracion de PP
O-H Hidroxilo Molécula del Agua
C-O Anhidrido Molécula del Agua

Tabla 10 Identificacién de grupos funcionales en espectros de Infra Rojo (IR) de las alicuotas de agua. Semanas
1-8,interpretacion de Aditivos. Para ver las imagenes dirigirse Anexos.

Grupo Funcional Nombre Interpretacion de
Aditivos

PP Semana 1 O-H Hidroxilo DEHA

C-H Aldehido Formaldehido

C-0 Ester DEHP

C-N Amida Estearamida
PP Semana 2 O-H Hidroxilo DEHA

C-H Aldehido Formaldehido

C-0 Ester DEHP
PP Semana 3 O-H Hidroxilo DEHA

C-H Aldehido Formaldehido

C-0 Ester DEHP

C-N Amida Estearamida
PP Semana 4 O-H Hidroxilo DEHA

C-H Aldehido Formaldehido

C-0 Ester DEHP

C-N Amida Estearamida
PP Semana 5 O-H Hidroxilo DEHA

C-H Aldehido Formaldehido

Cc-O Ester Estearamida

C-N Amida Esteareamida
PP Semana 6 O-H Hidroxilo DEHA

C-H Aldehido Formaldehido

C-0 Ester DEHP

C-N Amida Estearamida
PP Semana 7 O-H Hidroxilo DEHA

C-H Aldehido Formaldehido

C-O Ester DEHP

C-N Amida Estearamida
PP Semana 8 O-H Hidroxilo DEHA

C-H Aldehido Formaldehido

C-0 Ester DEHP

C-0 Ester DEHP

C-N Amida Estearamida

C-N Amida Estearamida

Tabla 11 Identificacién de grupos funcionales en espectros de Infra Rojo (IR) de los contenedores de PP.
Semanas 1-8, interpretacion de Aditivos. Para ver las imagenes dirigirse Anexos.
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10.DISCUSION

El consumo de aditivos de PP durante 57 dias no afectan el peso corporal ni el
consumo de alimento o agua de los ratones hembra del grupo lixiviado con respecto
a los del grupo control, Un estudio realizado por (Nufiez et al 2001) mostré que el
consumo de disruptores enddcrinos no afectan el consumo de alimento y bebida, lo
gue nos lleva a sugerir que estar bajo la exposicion de los DE no aminora o0 aumenta
el apetito.

Autores, como (Migliarini B. et al 2011) y (Boudalia S. et al 2021) aseguran que las
concentraciones de disruptores enddcrinos presentes en plasticos tienen
implicaciones en el metabolismo de los individuos expuestos a ellos, causando
acumulacion de grasa, que lleva a obesidad. A pesar de que esto no se llega a
observar en nuestros resultados; el indice de peso entre os GC y GL son muy
similares, podemos explicar que se podria deber a la poca exposicion a los aditivos
gue tuvieron los ratones, como también fue observado en los trabajos realizados por
(Hannon P. et al 2014) y (Boudalia S. et al 2021) Hannon expuso ratones a disruptores
enddcrinos entre 10 y 30 dias donde no tuvo un efecto estadisticamente significativo
sobre el porcentaje de cambio de peso corporal en comparacion con el grupo de
control; y Boudalia dictamin6é que en ratones machos adultos, la exposicion a BPA
mediante inyecciones subcutdneas durante 8 dias a dosis relativamente bajas (100
Mg/kg pc/dia) el peso corporal no se vio afectado por la disminucion de la ingesta de
alimentos, la disminuciéon de la temperatura corporal y la actividad locomotor. Asi
mismo dos autores (Al-Griw M. et al (2021) y (Capela D. et al 2021) coincidieron en
sus resultados al explicar que los ratones macho expuestos a los disruptores
enddcrinos BPA y MEHP no mostraron ningan cambio significativo en cuanto al peso
del cuerpo. Es probable observar cambios significativos si se expusieran mas tiempo
a lixiviados e incluso se verian afectados en generaciones futuras, es probable que si
se exponen por mas de 60 dias podamos tener resultados significativos.

El ciclo estral de los roedores se divide en etapas proestro, estro, metaestro y diestro
con una duracion de 4 y 5 dias. Los cambios en los ciclos reproductivos dependen de
los cambios ciclicos en el eje hipotalamico-hipofisis-ovarico, especificamente
fluctuaciones en estrégeno, progesterona, hormona luteinizante y hormona
foliculoestimulante (Laws M.J. et al 2021) esto podria ser porque a pesar de no tener

diferencias significantes se puede observar que el grupo lixiviado tendié a tener menos
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ciclos en comparacion con GC; asi mismo se pudo examinar que el ciclo estral de los
ratones del GL duré mas dias que el del grupo control. Los estudios han demostrado
que ftalatos y/o metabolitos de ftalatos, asi como otros DE alteran la ciclicidad estral
cuando existe exposicion prenatal y exposicion adulta. (Brehm E. et al 2019).

Como muchos estudios han demostrado, la exposicion directa a los DE causan efectos
en el ciclo estral, ya sea atrasando o en su defecto afectando todo el ciclo. Como lo
demostrd (Chiang C. et al 2019) después de exponer a ratones a Diisononilftalato
(DINP) con una concentracion de 20 pg/kg/dia y 200 mg/kg/dia se redujo
significativamente el tiempo del proestro en el ciclo estral. El estudio realizado por
(Fletcher E.J et al 2022) demostré que los ratones hembra expuestos prenatalmente
a DEHP tuvieron una frecuencia menor de tiempo en estro y mas tiempo en proestro,
metaestro y diestro que los controles, De igual manera se puede leer en el articulo
publicado por (Bonaldo B. et al 2021) que los ratones expuestos a BPA tuvieron una
duracion mayor cuando se encontraban en la etapa del ciclo de estro en comparacion
del grupo control. Asi mismo en varios articulos se puede leer que el metaestro en el
grupo de ratones tratados con DE tiende a aumentar. (Hannon P. et al 2016) donde
reporta que la exposicion al DEHP a dosis de 500mg/kg/dia disminuyo
significativamente el porcentaje de dias que los ratones estuvieron en celo y ademas
aumentd significativamente el porcentaje de dias que los ratones estuvieron en
metaestro/diestro en comparacién con el grupo control. Sin embargo, se pueden
observar en nuestros resultados que no hubo diferencias significativas en las etapas
del metaestro y del diestro como lo observd también (Hannon P. et al 2014) donde
reporta que la exposicion al DEHP no tuvo ningun efecto sobre el porcentaje de dias

que los ratones estuvieron en metaestro y diestro en comparaciéon con el grupo control.

De acuerdo a las evidencias de publicaciones y al compararlo con nuestros resultados
se observa la etapa de estro en los ratones del GL es significativamente menor a la
del GC, asi como se puede apreciar que la duracién de los ratones en GL tiene
diferencia significativa con el control, podriamos sugerir que hubo alguna alteracion
en la produccién de las hormonas LH y FSH como se ve reflejado en la duracién del
metaestro y diestro del grupo lixiviado lo que puede llevar a una descompensacion en
las sefalizaciones encargadas de la produccion de estrogeno y progesterona siendo
esta Ultima la que se nota con mayor concentracion debido a que se encuentra

incrementada en las etapas de metaestro y diestro. Por ultimo, puede estar altamente
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relacionado con la fertilidad observada en el grupo lixiviado ya que la ventana de

implantacion pasa durante metaestro y diestro.

Con respecto a la fertilidad, pudimos observar en este trabajo que todos los ratones
del grupo lixiviado se encontraron gestantes, esto podria notarse como un efecto
normal, esta idea puede ser reforzada con la semejanza con el trabajo de (Hannon P.
et al 2016) donde los ratones se sometieron a reproduccion a los 6 meses posteriores
a la administracion de DEHP y se evalu6 su fertilidad. La exposicion oral no alteré
significativamente, la cantidad de ratones que perdieron un embarazo, la cantidad de
ratones que nunca quedaron embarazadas, la cantidad promedio de crias por
camada, los porcentajes de crias vivas y muertas en nacimiento, o la proporcion de
sexos de machos y hembras de la descendencia en comparacion con el grupo de
control. Estos resultados pueden relacionarse con los resultados del objetivo donde
se estudio el efecto de los lixiviados en el ciclo estral de los ratones hembra, ya que
se puede observar que los ratones del GL tendieron a tener mas frecuencia en las
etapas del metaestro y diestro, asi como a permanecer mas tiempo en estas mismas
etapas, se sabe que durante estas dos Ultimas etapas el raton se encuentra en la
ventana de implantacion, es decir, los ratones del grupo lixiviado pasaron mas tiempo
susceptibles a quedar embarazadas; por lo que ya que no hubo afectaciones en la
fertilidad; esto se puede probar ya que se present6é el 100% de fecundidad en los
ratones sometidos a copula.

En un estudio realizado por (Schmit E.E. 2016) ratones fueron expuestos a BBP
(benzy butil ftalato) sus crias fueron analizadas y se observé que no hubo una
disminucion significativa en el peso, la masa magra o la masa grasa en los ratones
hembra o macho. De igual manera en el estudio realizado por (Singh S. et al 2019) se
expusieron ratones a un disruptor enddécrino: acido de perfluoroalquilo (PFAA) y al
estudiar a las crias de la primera generacion observaron que no se encontraron
diferencias en el peso de los neonatos en comparacion con el control. Esto difiere un
poco con nuestros resultados obtenidos ya que se puede ver que las crias del grupo
lixiviado pesaron un poco mas de mg que las del grupo control, aunque no llegando a
ser significativos, aun asi, se sabe que este comportamiento de concentrar mayor
tejido adiposo es uno de los efectos adversos que tienen estos disruptores endocrinos,
es probable que a una mayor concentracion y/o mayor exposicion se pueda observar

de una manera mas directa este efecto.
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Se pudieron observar en las crias de los ratones que estuvieron expuestos a los
lixiviados (L) que nacieron con malformaciones en sus extremidades. Esto ha sido
reportado por (Benitez-Leite S. et al 2007), (Macchi et al 2018) y (Pombo M.et al 2005).
Donde encontraron que la exposicion DE entre ellos DEHP y DEHA, de igual manera
como lo explica (Bezaco P. 2021) este ultimo causa malformaciones. Esto lo pudimos
observar de manera explicita en las crias de ratbn que nacieron de los ratones

expuestos a los lixiviados de polipropileno.

Diversas fuentes han explicado que, cuando la exposicion a diversos DE como el BPA
durante en la edad adulta, las alteraciones parecen ser transitorias, como lo confirma
la reduccion del namero de foliculos antrales y cuerpos lateos. (Pivonello C. et al
2020). Asi mismo (Panagiotou E.M. et al 2021) realiz6é un experimento donde ratones
hembra fueron expuestas a ftalatos y concluyeron que, en general, estos DE afectaron
negativamente la salud del foliculo ovarico al reducir el crecimiento del foliculo antral,
inducir la fragmentacién de ovocitos y disminuir la produccién de hormonas.
(Johanson S.M. et al 2021) utilizaron ratones de la cepa CD-1 para administrarles
dosis de contaminantes con propiedades de disruptores endocrinos y observaron que
el numero de foliculos primordiales, asi como los foliculos preantrales no se vieron
afectados por la exposicion a DE en comparacién con el control. Sin embargo, los
foliculos antrales se vieron reducidos de manera significativa en comparacién con el
control. En otro estudio publicado (Gupta R.K et al 2010), los foliculos antrales fueron
tratados con DEHP o MEHP en cultivo. DEHP (1-100 pg/ml) inhibio significativamente
el crecimiento del foliculo antral a los 48, 72 y 96 h en comparacion con los controles,
Ademas, MEHP (0.1-10 ug/ml) también inhibi¢ significativamente el crecimiento del
foliculo antral a las 72 y 96 h respecto a los controles.

Esto nos sugiere que la exposicién constantemente a los DE el nimero de foliculos
antrales se vera afectados, disminuyéndolos, esto podria llegar a ser perjudicial ya
que, al inicio de cada ciclo menstrual, los ovarios reclutan varios de estos foliculos ya
gue uno de ellos se transformara en un 6vulo maduro que, llegado el momento, sera
liberado en la ovulacion y esperara en la tuba uterina a ser fecundado por un
espermatozoide. Normalmente se llegan a presentar entre 10 y 20 foliculos antrales,
y en nuestro trabajo los resultados obtenidos fueron aproximadamente de 14 foliculos

antrales en el grupo control y 8 en el grupo lixiviado. Es importante hacer notar que,
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en caso de no haber embarazo, poco antes de la menstruacion, otra cohorte de
foliculos antrales aparecera para volver a iniciar el ciclo, por lo tanto, los lixiviados
podria comprometer el numero de 6vulos disponibles para ser fertilizados.

Otro resultado importante que se encontrd en este trabajo fue el tamafio en didmetro
del ovario, esto podemos compararlo con el trabajo realizado (Ding N. et al 2020)
donde a ratones prefiados se les administro dosis orales de 200 y 500 mg/kg/dia de
sulfonato de perfluorobutano (PFBS) y dieron a luz crias hembras que exhibieron
numerosos sintomas de alteracion de la funcion ovarica, entre ellas de las mas
importantes fue que el tamafio y el peso del ovario fueron reducidos. El tamafio y el
peso reducido crean problemas como la disminucién del nimero de foliculos ovéaricos,
retraso en la apertura vaginal, retraso en el inicio del celo, diestro prolongado y niveles
séricos reducidos de estradiol. Se habla del peso en esta parte ya que fue parte de la
investigacion realizada por Ding aunque en nuestro trabajo solo se midié el tamafio
en diametro del ovario.

Se pudo observar un indicio de formacién de quistes en los ovarios de los ratones del
grupo lixiviado, Esto podria deber igualmente a la exposicién a los disruptores
endacrinos, existiendo diversos trabajos que lo respaldan: (Frade E. et al 2014) que
explico que tras la administracion de BPA a dosis de 0,1-1,000 pg/kg, a ratones
gestantes, se observé la aparicibn de quistes ovaricos. De igual manera la
investigadora (Berret E. 2014) explicé los dafios que puede causar la exposicién al
BPA y quiza de lo mas relevante que se puede leer es que las ratas expuestas por via
subcutanea a altas dosis de BPA desarrollaron sintomas similares a los del sindrome
de ovario poliquistico, incluyendo un aumento de los niveles séricos de testosterona 'y
estradiol, asi como una reduccién de la progesterona y quistes ovaricos. (Rattan S. et
al 2017) explico que el disruptor enddcrino como el metoxicloro (32-200 mg/kg/dia)
disminuyo6 el peso de los ovarios, aumento la incidencia de ovarios quisticos, inhibio
el crecimiento de los foliculos e indujo la atresia en roedores. Todo esto es muy
importante ya que el desarrollo de quistes en los ovarios puede impedir el correcto

funcionamiento de la fertilidad en los humanos.

Muchos estudios han encontrado que el BPA puede inducir estrés oxidativo en
diferentes tipos de células. El importante papel del estrés oxidativo en la apoptosis de
las células de la granulosa y en la disfuncion ovarica se ha confirmado. Asi mismo

como estrogeno ambiental, el BPA puede ejercer alteraciones como disruptor
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endocrino al unirse a varios tipos de receptores, Por lo tanto es necesario el aclarar
aun mas el mecanismo de la apoptosis de las células de granulosa inducida por BPA
(Huang M. et al 2021). Del mismo modo (Song D. et al 2019) describi6 la apoptosis de
las células de la granulosa ovarica bajo diferentes tratamientos de BPA y que fueron
detectados mediante analisis de citometria de flujo. Los resultados mostraron que la
exposicion a BPA (10 uM), el porcentaje de células apoptéticas totales se atenud
significativamente en relacion con los controles (p < 0,05). Asi mismo (Huang et al
2020) escribié que las células de la granulosa sufren de apoptosis al ser expuestas a
disruptores enddécrinos, como DEHP Y DEHA esto lo podemos relacionar con que la
principal funcion de las células de la granulosa que son la produccién de los esteroides
sexuales y péptidos que son requeridos para la foliculogénesis y la ovulacion, esto lo
podemos ver en el grupo control donde se vio mayor apoptosis en las células de la
granulosa causando que tuvieran una menor cantidad de crias.

Las células estromales, las cuales forman el tejido de soporte o estructural que
sostienen el ovario y que producen principalmente las hormonas femeninas estrégeno
y progesterona no se vieron afectadas en este experimento. Algo parecido paso en el
trabajo de (Berni M. et al 2018) quien expuso que las células ovaricas estromales de
cerdo que fueron expuestas a BPS siendo este también un disruptor endocrino, no

mostraron alteraciones en comparacion con el grupo control.

En nuestro experimento se pudo observar en los espectros infrarrojos de las muestras
de polipropileno la existencia de diferentes aditivos en la superficie del plastico.
Ademas, en las muestras de agua podemos observar diferentes picos, dandonos a
entender que hubo migracion o lixiviacion de los aditivos del envase de polipropileno
al agua.

Esto coincide con lo publicado por (Harper E. et al 2022) donde explica que, si bien
los empaques para guardar alimentos de PP son menos dafiinos que sus homologos,
aun asi, existe migracion peligrosa de sustancias toxicas y DE. Asi mismo (Howdeshell
K.L. et al 2003) comparo la lixiviacion de cajas de vidrio y polipropileno utilizados para
alimento para raton, encontrando que los contenedores de polipropileno presentaban
una lixiviacion importante de sustancias quimicas como disruptores endocrinos. Esto
lo podemos asociar con nuestros resultados al observar los aditivos que se

encontraron en el agua al ser analizados por espectro infrarrojo.
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En el grupo de las muestras de plasticos al ser analizadas por espectro infrarojo
podemos encontrar espectros infrarrojo podemos encontrar en su mayoria DEHP,
DEHA y estearamidas, Pero en las muestras liquidas pudimos observar que hay un
mayor contenido de DEHP y formaldehidos lo cual nos lleva a pensar que el disruptor

endocrino que mas se encuentra en las muestras de polipropileno es el DEHP.

11.CONCLUCION

Este trabajo demuestra que existe una migracién al agua de los aditivos que se le
agregan a los recipientes de PP cuando estos son calentados en el microondas a
pesar de ser denominados “seguros” para el contacto con alimentos. La ingesta de
lixiviados de PP promueven: incremento del peso corporal, afecciones al ciclo estral,
puede alterar el éxito reproductivo, ademas de generar apoptosis en las células de la
teca y granulosa. Los resultados, a pesar de no observar diferencias significativas
podemos decir que fue posible debido a las concentraciones bajas de las sustancias
presentes en el agua.

Perspectivas: A pesar de tener resultados no significativos podemos decir que debido
a las concentraciones bajas de las sustancias en este proyecto no se logren ver de
manera directa las consecuencias de su ingesta. Para poder demostrarlo se puede
realizar un experimento donde se trabaje con las siguientes generaciones de los
ratones que ingirieron agua con lixiviados, ya que el efecto de estos es acumulativo y
las afecciones causadas por estos DE se pueden reflejar en estas generaciones. Hay
gue recalcar que este es un tema que necesita seguir estudiandose e investigandose,
para dar a conocer a las personas las consecuencias de seguir usando plasticos en

este caso PP como recipiente para almacenar alimentos.
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Anexo 1 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de agua con lixiviados de la semana 1, muestra sustancias
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Anexo 2 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de agua con lixiviados de la semana 2, se aprecian

sustancias quimicas de la familia de los aldehidos y alquinos, asi como alcanos.
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Anexo 3 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de agua con lixiviados de la semana 3, se aprecian

sustancias quimicas de la familia de los aldehidos y alquinos, asi como alcanos.
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Anexo 4 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de agua con lixiviados de la semana 4, se aprecian

sustancias quimicas de la familia de los aldehidos y alquinos, asi como alcanos.
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Anexo 5 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de agua con lixiviados de la semana 5, se aprecian
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Anexo 6 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de agua con lixiviados de la semana 6, se aprecian

sustancias quimicas de la familia de los aldehidos y alquinos, asi como alcanos.
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Anexo 7 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de agua con lixiviados de la semana 7, se aprecian

sustancias quimicas de la familia de los aldehidos y alquinos, asi como alcanos.
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Anexo 8 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de agua con lixiviados de la semana 8, se aprecian

sustancias quimicas de la familia de los aldehidos y alquinos, asi como alcanos.
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Anexo 9 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de polipropileno de la semana 1, se aprecian sustancias

guimicas de la familia de los hidroxilos, aldehidos, ester y amida.
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Anexo 10 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de polipropileno de la semana 2, se aprecian sustancias

quimicas de la familia de los hidroxilos, aldehidos y ester.
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Anexo 11 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de polipropileno de la semana 3, se aprecian sustancias
guimicas de la familia de los hidroxilos, aldehidos, ester y amida.
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Anexo 12 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de polipropileno de la semana 4, se aprecian sustancias
guimicas de la familia de los hidroxilos, aldehidos, ester y amida.
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Anexo 13 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de polipropileno de la semana 5, se aprecian sustancias
guimicas de la familia de los hidroxilos, aldehidos, ester y amida.
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Anexo 14 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de polipropileno de la semana 6, se aprecian sustancias
quimicas de la familia de los hidroxilos, aldehidos, ester y amida.
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Anexo 15 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de polipropileno de la semana 7, se aprecian sustancias

guimicas de la familia de los hidroxilos, aldehidos, ester y amida.

100 4.
— ey
95 - \'_/w i
. il Polipropileno
[
O-H (Hidroxil 2
90 - (Hidroxilo) i ‘u_'ﬁ‘ g
w80 E
Fo =
Z ' )
g5 - 5 Polipropileno
80 + 3
Polipropileno . -
] Polipropileno
75 4
o =
Polipropileno 3 s
“ Polipropileno
70 -
& Palipropileno
65 L) l L] I L) l L] 'I L) l T I L] l
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Anexo 16 Espectros de Infra Rojo (IR) de la muestra de polipropileno de la semana 8, se aprecian sustancias

guimicas de la familia de los hidroxilos, aldehidos, ester y amida.
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