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Resumen

Los parabenos son un grupo de compuestos derivados del &cido 4-hidroxibenzoico utilizados
ampliamente como conservadores en la industria cosmética, farmaceutica y alimentaria. Estos
compuestos son conservadores de primera eleccién en la industria porque son baratos, faciles
de producir, inodoros, incoloros, estables en un amplio espectro de pH y presumiblemente de
baja toxicidad. En 2004, Darbre encontr6 parabenos en 18 muestras de tejido mamario
canceroso Yy abri6 el debate acerca de la capacidad de los parabenos para actuar como disruptores
endocrinos. Hay diversos estudios sobre el efecto de los parabenos tanto en animales como en
humanos, sin embargo, los resultados no son concluyentes. El efecto de los parabenos sobre el
sistema reproductor femenino es particularmente importante puesto que las mujeres son las
principales consumidoras de productos que contienen este tipo de conservadores y puede
asociarse al incremento de casos de mujeres con problemas de fertilidad. En la actualidad ya
hay diversas tecnologias que ayudan a concebir un embarazo exitoso como la fertilizacion in
vitro; a partir de esta técnica se pueden obtener varios ovocitos en un sélo ciclo y con ellos las
células de la granulosa que pueden ser Utiles para evaluar el efecto de posibles disruptores
endocrinos. En este trabajo nos propusimos: 1) establecer un cultivo primario de células de la
granulosa humana, 2) caracterizar este cultivo primario, 3) evaluar la funcionalidad del cultivo
primario de células de la granulosa humana como un modelo in vitro para analizar el efecto de
disruptores endocrinos y 4) evaluar el efecto de los parabenos y bisfenol A sobre la
esteroidogénesis en el cultivo primario. En este trabajo se establecieron las condiciones de
transporte y cultivo de las células de la granulosa obtenidas a partir de mujeres donantes y
pacientes de Instituto Ingenes, de tal forma que empleamos la expresion de genes caracteristicos
de ambas subpoblaciones de células de la granulosa: cimula (Ptgs2, Pfkp) y murales (Cypllal,
Lhcgr), los perfiles transcripcionales las identificaron como células murales. Asimismo, se
evalué la produccion hormonal (progesterona y estradiol) observando una produccion de
estradiol estable y una produccion de progesterona que aumenta con respecto al tiempo en
cultivo. Con lo anterior concluimos que nuestro modelo corresponde a un cultivo de células
murales luteinizadas, siendo la esteroidogénesis su funcion mas relevante, y con ello evaluar la
funcionalidad del cultivo primario como un modelo para estudiar el efecto de los disruptores

endocrinos, se empleo al dietilestilbestrol (DES) como un compuesto estrogenico (expresion de

9
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enzimas esteroidogenicas y produccionn hormonal). El cultivo primario es sensible al efecto del
DES sobre la esteroidogénesis y podemos concluir que nuestro cultivo primario de células
murales luteinizadas es un buen modelo para evaluar la capacidad de un compuesto para alterar
la esteroidogénesis. Con respecto al efecto de los parabenos y el bisfenol A, no encontramos
ningun citotoxico ni sobre la esteroidogénesis. Aun cuando se emplearon concentraciones de
relevancia fisiologica y superiores, no registramos efecto sobre la viabilidad celular, la

expresion de las enzimas y la produccionn hormonal.

En conclusion, establecimos y caracterizamos un sistema de cultivo de células murales
luteinizadas, que corresponde en comportamiento hormonal y expresion génica a las células
murales que pavimentan el interior del foliculo y mantienen la produccion hormonal. Estas son
las células que estan en contacto con el liquido folicular, el cual es un trasudado de suero que
puede contener toxicos. En este cultivo la produccion de progesterona y estradiol no se afectan
tras la exposicion a parabenos y bisfenol A, aungue si hay una clara disrupcion de la produccion

de progesterona con DES.

10
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Abstract

Parabens are a group of compounds derived from 4-hydroxybenzoic acid that are widely used
as preservatives in the cosmetics, pharmaceuticals, and food. These compounds are the
conservatives of choice in the industry because they are cheap, easy to produce, odorless,
colorless, stable in a broad pH spectrum, and low in toxicity. In 2004, a study by Darbre was
alarming; they found the presence of parabens in samples of breast cancer opening the debate
on whether parabens may act as endocrine disruptors. There are several studies on the effect of
parabens in both animals and humans. However, the results are inconclusive. The effect of
parabens on the female reproductive system is particularly significant because women are the
primary consumers of products containing this type of preservatives, and because of the increase
in cases of women with infertility. Currently, there are several technologies that help to conceive
a successful pregnancy as in vitro fertilization; with this technique, several oocytes can be
obtained in a single cycle together with granulosa cells that can be useful to evaluate the effect
of these compounds. In this work we proposed: 1) to establish a primary culture of human
granulosa cells, 2) to characterize this primary culture, 3) to evaluate the functionality of the
primary culture of human granulosa cells as an in vitro model to analyze the effect of endocrine
disruptors, and 4) to evaluate the effect of parabens and bisphenol A on steroidogenesis in the
primary culture. We established the conditions of transport and culture of the granulosa cells
obtained from women donors and patients of the “Instituto Ingenes”; we used the expression of
characteristic genes of both subpopulations of granulosa cells: cumulus (PTGS2, HAS2 ) and
mural (Cypllal, LHCGR), the transcriptional profiles showed that they were mural cells. In
addition, the hormone production (progesterone and estradiol) was evaluated and, notably,
estradiol production was stable while progesterone production increased with respect to time.
With these findings, we conclude of that our model corresponds to luteinized mural cells, and
that steroidogenesis is one crucial function to evaluate the functionality of the primary culture
as a model to study the effect of endocrine disruptors, Diethylstilbestrol (DES) was used as a
prototype estrogenic compound (for the expression of steroidogenic enzymes and hormonal
production). The primary culture is sensitive to the effect of DES on steroidogenesis and we
concluded that our primary culture of luteinized mural cells is a useful model to evaluate the

capacity of a compound to alter the process of steroidogenesis. Regarding the effect of parabens

11
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and bisphenol A, we did not find effects on cytotoxicity or on steroidogenesis, even at
physiological concentrations or higher, we did not have an effect on cell viability, expression of

enzymes and hormonal production.

In conclusion, a luteinized cell culture system was established and characterized, which
corresponds in hormonal behavior and gene expression to the cells that cover the interior of the
follicle and maintain the hormonal production. These are the cells that are in contact with the
follicular fluid, transudate of serum that can contain toxic. In this culture, the production of
progesterone and estradiol are not affected after exposure to parabens and bisphenol A, although

there is an evident disruption of progesterone production with DES.

12
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1. INTRODUCCION
1.1 Disruptores endocrinos: parabenos

1.1.1 Generalidades

Los parabenos son una serie homologa del grupo del &cido hidroxibenzoico, esterificado en la
posicion C-4 (incluyendo metil-, etil-, propil-, butil-, heptil- y benzil-parabeno), usados solos o
en combinacion para ejercer un efecto antimicrobiano. Fueron usados por primera vez como
conservantes antimicrobianos en productos farmacéuticos a mediados de la década de 1920. Los
parabenos han demostrado ser agentes antimicrobianos muy eficaces por lo que han sido
ampliamente utilizados. A medida que aumenta la longitud de la cadena del grupo éster, la

actividad antimicrobiana incrementa, pero la solubilidad en agua disminuye.

Generalmente, la replicacién microbiana ocurre en agua, por lo que la cantidad de parabeno
disuelto determina su habilidad preservativa. Como resultado, generalmente los parabenos con
el grupo éster pequefio (metil- y propil-) son seleccionados para su uso como preservativos en
alimentos. Los parabenos cumplen con varios de los criterios de un conservador ideal, poseen
un amplio espectro de actividad antimicrobiano, son seguros de usar (es decir, relativamente no
irritantes, no sensibilizantes y de baja toxicidad), son estables en un amplio rango de pH y son
suficientemente solubles en agua para tener una concentracion eficaz (Labat, Kummer, Dallet,
& Dubost, 2000; Soni, Carabin, & Burdock, 2005).

1.1.2 Caracteristicas

Los parabenos son esteres del acido 4-hidroxibenzoico, sélo difiriendo en el grupo éster, el cual
puede ser el grupo metil-, etil-, propil- o butil-. Estos grupos éster resultan en la formacién de
metil-parabeno (CAS 99-76-3), etilparabeno (CAS 120-47-8), propil-parabeno (CAS 94-13-3)
o butil-parabeno (CAS 94-26-8). Los parabenos mas frecuentemente usados son: metil-parabeno

y propil-parabeno (Darbre & Havey, 2014) .

En forma pura, los parabenos son generalmente pequefios cristales transparentes o polvos
cristalinos practicamente sin olor o sabor, son de naturaleza higroscépica y tienen un alto
coeficiente de reparto. Los parabenos son preparados por esterificacion del acido p-

hidroxibenzbico con el correspondiente alcohol en presencia de un catalizador acido.
14
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Generalmente, los parabenos son estables en el aire y son resistentes a la hidrdlisis en agua
(caliente o fria) y en soluciones acidas. El incremento en la longitud de la cadena alquilica de

los parabenos incrementa su resistencia a la hidroélisis (Soni et al., 2005).

1.1.3 Fuentes de exposicion humana

Debido a sus propiedades antimicrobianas, los parabenos son usados como conservadores en
una amplia gama de productos de consumo a los cuales la poblacion esta expuesta, incluidos los

productos para el cuidado personal, alimentos y productos farmacéuticos.

Basados en concentracion de parabenos medidos en alimentos y en la tasa de ingestion diaria
per capita de alimentos, se ha calculado una ingesta diaria de parabenos totales en los Estados
Unidos de 940, 879, 470 y 3017 ng (kg de peso corporal) en un dia para bebes, nifios pequefios,
nifios y adultos respectivamente (Liao & Kannan, 2014). Basado en la cantidad y frecuencia del
uso de productos de cuidado personal y las mediciones de parabenos en los productos, la dosis
total de parabenos por aplicacion dérmica es de 31 pg (kg de peso corporal) al dia para mujeres
adultas y de 58.6 y 766 ug (kg de peso corporal) al dia para bebes y nifios pequefios
respectivamente, lo que sugiere que la exposicion a través de productos de cuidado personal
aplicados dérmicamente puede ser sustancial (Blanchard, Hidy, Tanenbaum, Edgerton, &
Hartsell, 2013).

Sin embargo, su uso como conservadores efectivos ahora se extiende a otras aplicaciones,
incluyendo la preservaciéon de productos de papel por lo que su manipulacion no puede ser
ignorada como otra fuente de exposicion (Liao & Kannan, 2014). Ademas de la exposicion de
productos identificables, los parabenos se estan distribuyendo de forma ubicua a través del aire
interior haciendo que los lugares no ventilados sean otra fuente relevante de exposicion
(Weschler & Nazaroff, 2014).

También los frutos y vegetales pueden constituir otra fuente de exposicion de parabenos, pues
se ha detectado la presencia de estos compuestos intactos y de su metabolito comdn, el acido p-
hidroxibenzdico. Es muy probable que los parabenos intactos en frutos y vegetales se deban al

procesamiento comercial del material o a la absorcién de los parabenos a través del suelo
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fertilizado con biosolidos municipales y/o el agua de riego contaminados por el extensivo uso

de estos compuestos en diversos productos de uso personal (Sabourin et al., 2012).

1.1.4 Toxicocinética

La absorcion de los parabenos depende de la via de exposicion; en el caso de la exposicion oral,
éstos son absorbidos en el tracto gastrointestinal mientras que, en el caso de la exposicion
dérmica, la entrada de los parabenos es traves de la piel y depende de la longitud de la cadena
alquilicay la formulacion. En general, la permeabilidad de la piel a estos compuestos disminuye

con el incremento de la cadena alquilica.

Una vez que llegan a la sangre, éstos pueden distribuirse a los diferentes 6rganos debido a su
capacidad de unirse a la albimina sérica en donde la constante de union a albimina incrementa
con la longitud de la cadena alquilica de los parabenos. La union de algunos farmacos o
moléculas a proteinas plasmaticas es un factor importante de su disponibilidad y transporte en
el cuerpo (Jun, Mayer, Himel, & Luzzi, 1971), por lo que los parabenos al poseer esta propiedad
pueden ser capaces de distribuirse ampliamente en el cuerpo, sin embargo, antes de llegar a
sangre, los parabenos pueden ser rapidamente hidrolizados por esterasas presentes en piel o
intestino por lo que las concentraciones de los compuestos intactos que llegan a 6rganos blancos
es baja (Soni et al., 2005).

Estudios con perros administrados intravenosamente con 100 mg/kg/dia con metil-, propil- y
butil-parabeno han mostrado que estos compuestos, pueden ser recuperados sin modificacion
en el cerebro, bazo y pancreas, y que altos niveles de metabolitos fueron extraidos en el higado
y el rifidn (Soni et al., 2005). La medicién de parabenos en tejido de cancer de mama, sugiere
que al menos una parte de los compuestos presentes en cosméticos, alimentos y productos
farmacéuticos pueden absorberse y retenerse en el cuerpo sin ser metabolizados (Jones,
Thigpen, Morrison, & Richardson, 1956; Darbre & Havey, 2014).

Los parabenos son metabolizados al acido p-hidroxibenzoico por esterasas presentes en la piel
o0 intestino (metabolismo de fase 1) o conjugados con glicina, sulfato o acido glucorénico
(metabolismo de fase Il) en el higado. Los parabenos que son aplicados dérmicamente son

metabolizados por esterasas epiteliales, sin embargo el metabolismo en la piel es menor
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comparado con el higado (Sandanger et al., 2011). La disminucion del metabolismo de los
parabenos es importante, pues son los parabenos intactos principalmente los que ejercen los
efectos estrogénicos. En un estudio utilizando dos lineas celulares de cancer de mama (MCF-7
y ZR-75-1), el &cido p-hidroxibenzoico fue capaz de desplazar al 17p-Estradiol (E2) del RE
citosolico presente en estas lineas celulares en un 54% a una concentracion de 5x108 M, ademas,
fue capaz de incrementar la expresion de un gen reportero sensible a estrogenos (ERE-CAT) en
la linea celular MCF-7 después de 24 h y 7 dias, accién que se inhibio por el anti-estrogeno, ICI
182 780. La proliferacion celular en ambas lineas celulares increment6 después del tratamiento
con el &cido p-hidroxibenzoico. En este mismo estudio se comparo la actividad estrogénica del
acido p-hidroxibenzoico con metilparabeno, que es el parabeno de cadena alquilica més corta,
observando que la capacidad de union al receptor de estrogenos (RE) del &cido p-
hidroxibenzoico fue similar al de metilparabeno, pero la actividad estrogénica sobre la expresion
génica y proliferacion celular fue menor que la de metilparabeno, de estos datos se puede
concluir que los parabenos intactos son los que tienen un efecto estrogénico (Pugazhendhi, Pope,
& Darbre, 2005).

Se investigd el metabolismo de metil-parabeno en conejos administrados con una dosis Unica
de 0.4 o0 0.8 g/kg por sonda gastrica. EI 39% de la dosis administrada de metil-parabeno fue
excretado con acido p-hidroxibenzoico no conjugado, mientras que el resto fue eliminado como
acido p-hidroxibenzoico conjugado, en donde el principal producto conjugado fue con glicina
(15%) o con é&cido glucurénico (7% de éster y 15% de éter) y acido sulfdrico (10%). La
excrecion urinaria de los metabolitos fue rapida, el 86% del compuesto fue eliminado en 24 h.
Sin embargo, con el incremento de la longitud de la cadena alquilica, la excrecién urinaria del

acido p-hidroxibenzdico disminuye (Soni et al., 2005).

1.1.5 Efectos estrogénicos de los parabenos

A pesar de que los parabenos se consideran como conservadores seguros, diversos estudios han
mostrado que su exposicion puede modular o alterar el sistema enddcrino y por lo tanto, puede

tener consecuencias perjudiciales para la salud humana.

Todos los parabenos usados en diversos productos han mostrado poseer actividad estrogénica
tanto en sistemas in vitro e in vivo. La actividad estrogénica de los parabenos se incrementa
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directamente con el tamafio de la cadena alquilica. Ademaés, el metabolito acido p-
hidroxibenzéico (PHBA) también posee actividad estrogénica tanto in vitro como in vivo
(Banerjee, Chambliss, Mineo, & Shaul, 2014).

En 1998 se dio a conocer el primer articulo cientifico en mostrar que los parabenos poseen
actividad estrogenica. Los estrogenos actdan en céelulas blanco uniéndose al RE que funcionan
como un mecanismo gendémico de factores de transcripcion activados por ligando para influir
en los patrones de expresion génica o a traves de mecanismos no genémicos por medio de la
interaccion con factores de crecimiento para la activacion de vias de sefializacion (Banerjee,
Chambliss, Mineo, & Shaul, 2014).

En el mecanismo gendmico, las hormonas atraviesan la membrana celular por difusion simple
Yy Se une a sus receptores que se encuentran principalmente en el citoplasma asociados con
proteinas de choque térmico (HSP90, HSP70 y HSP56). La union con el ligando provoca un
cambio estructural en el receptor que permite la disociacién de las HSPs que activa al receptor
y se trasloca al nicleo donde tiene alta afinidad por secuencias especificas en el DNA Ilamados
elementos de respuesta hormonal (HRE). Una vez unido al HRE el complejo receptor-ligando
facilita el ensamblaje y estabilizacion del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion en los
promotores de genes regulados por hormonas. Ademas, el receptor unido al ligando puede
reclutar coactivadores de receptores a hormonas esteroideas por medio del dominio E. Estos
coactivadores favorecen la modificacion de la estructura de la cromatina para facilitar la
movilizacién de la RNA polimerasa Il hacia la secuencia promotora (Banerjee et al., 2014;
Razandi, Pedram, Greene, & Levin, 1999).

En cuanto al mecanismo no gendmico, este inicia en la membrana o en el citoplasma. En células
de ovario de hamster chino (CHO) en las que se han expresado los receptores clasicos a
estrogenos, se ha demostrado que estos se encuentran localizados en la membrana plasmatica y
que son capaces de estimular vias de transduccion de sefiales después de la activacion de
proteinas G, dando asi lugar a la activacion de la fosfolipasa C y la adenilato ciclasa, que
incrementa los niveles intracelulares de segundos mensajeros como: inositoll 4,5-trifosfato
(IP3) y adenosin 5-monofosfato ciclico (CAMP), respectivamente (Banerjee et al., 2014;
Razandi et al., 1999).
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Ensayos en sistemas in vitro han mostrado que los parabenos pueden unirse al RE en estudios
de union competitiva, que influyen en la expresion de genes regulados por estrégenos, tal como
calbidina-D9k (CaBP-9k) (Ahn et al., 2012) y en el aumento de la proliferacion de células MCF-
7 dependientes de estrogenos para su crecimiento. En cuanto a los estudios in vivo, el ensayo
estandar para determinar la estrogenicidad de un compuesto es por medio del incremento del
peso uterino en roedores inmaduros u ovarioctomizados y es llamado ensayo uterotropico. Estos
estudios han mostrado que son necesarias dosis altas para que los parabenos produzcan un
incremento en el peso uterino. Ademas, se encuentran diferencias de respuesta entre especies
(ratones inmaduros son mas sensibles que ratones ovariectomizados o ratas Wistar inmaduras)
y entre rutas de administracion (subcutanea, oral o tépica) (Lemini 2003). La afinidad de union
relativa de los parabenos al RE humano es de 10,000 a 1000,000 veces menor que el E2, pero

esta afinidad se incrementa con la longitud de su cadena alquilica (Darbre, 2006).

Se ha debatido mucho sobre la denominacion de los parabenos como estrégenos debiles debido
a que, como se mencion0 anteriormente, los parabenos tienen baja afinidad de union relativa al
RE comparéndolos con el ligando endégeno E2. Sin embargo, a altas concentraciones los
parabenos muestran respuesta tanto en ensayos celulares (aumento en la expresion de CaBP-9k
y proliferacion de células MFC-7) como en animales (incremento en el peso uterino) en la
misma magnitud que E2. Esto demuestra que los parabenos a concentraciones suficientes, dan
respuestas de un agonista total en las células (Boberg, Taxvig, Christiansen, & Hass, 2010; P.
D. Darbre, 2006)

Con respecto a lo anterior, el papel de los estrégenos en el desarrollo de cancer de mama ha sido
bien documentado a través de estudios epidemioldgicos, clinicos y experimentales, asi como la
efectiva terapia endocrina que incluye: Moduladores Selectivos de los Receptores de Estrégenos
(SERM), Antagonistas Selectivos de los Receptores de Estrogeno (ASRE), inhibidores de la
aromatasa y agonistas de la LHRH que reducen el crecimiento del tumor (Lonning, 2004a,
2004b; Reinbolt et al., 2015), por lo que la presencia de altos niveles de estrégeno se ha asociado

con un mal pronéstico de cancer de mama (Darbre & Havey, 2014).

Debido a que la incidencia de cancer de mama sensible a estrégenos es mas alta en mujeres

postmenopausicas quienes poseen reducida sintesis enddgena de estrogenos por parte del ovario,
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surge la pregunta sobre cudl es la fuente exdgena de estrégenos que promueve la incidencia de
este tipo de cancer sensible a estrogenos (Darbre & Havey, 2014). A este respecto, un estudio
mostro la presencia de parabenos en tejidos de cancer de mama procedentes de mujeres, lo que
ha dado inicio a una controversia respecto a su uso en cosméticos y la incidencia de cancer de
mama (Harvey & Everett, 2004).

1.2 Desarrollo folicular

Los foliculos son la unidad funcional del ovario; cada foliculo consiste de un ovocito rodeado
por una o0 mas capas de células somaticas llamadas células de la granulosa. El ovocito y las
células de la granulosa que lo rodean estan separados del tejido intersticial por una membrana
[lamada lamina basal (Oktem & Oktay, 2008).

Los foliculos primordiales estan formados por oocitos en fase de diploteno y rodeados de una
capa de células de la granulosa aplanadas. La formacion del foliculo primordial confiere un
papel protector frente a los fendbmenos de atresia celular. Los primeros foliculos primordiales
aparecen en el ser humano aproximadamente en la semana 15 de gestacion y la vida fértil de
una mujer estara determinada por el namero de foliculos primordiales presentes en el ovario.
Estos foliculos permaneceran en un estadio de “hibernacion” hasta su reclutamiento para el

crecimiento folicular (Maheshwari & Fowler, 2008).

Los foliculos primarios se caracterizan por la pérdida de sefiales inhibitorias que mantienen
“hibernando” a los foliculos primordiales hasta su reclutamiento y la activacion de sefiales
estimulantes que favorecen la transicion como BMP 4 (Bone Morphogenetic Protein) y 7, por
lo que se permite el desarrollo de los foliculos primarios. Las células de la granulosa de los
foliculos primordiales se transforman en células cuboidales, proliferan y forman de una a dos
capas celulares incrementando el tamafio del foliculo. Es importante sefialar que el paso de
foliculo primordial a primario, no estd mediado por hormonas como la FSH (por sus siglas en
inglés Follicle Stimulating Hormone), pues los foliculos primordiales ain no poseen receptores
para FSH (Maheshwari & Fowler, 2008).

Los foliculos pre-antrales tienen células de la granulosa que proliferan desde 1 a 2 capas en el

foliculo primario a mdltiples capas en este estadio. Hay un incremento del tamafio del oocito,
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hay formacion de una lamina basal; la zona peltcida y el foliculo son rodeados por células

derivadas del tejido conjuntivo ovarico denominadas teca (Oktem & Oktay, 2008).

El foliculo antral se caracteriza por la presencia de un antro, que es una cavidad llena de liquido
denominado “liquido folicular”. El foliculo aumenta mucho de tamafio debido a la alta
proliferacion de las células de la granulosa y la teca, hay un incremento en la vascularizacion y
tamario del ovocito. En este estadio del desarrollo folicular la FSH juega un papel importante.
Las células de la teca de la capa interna poseen receptores para la LH (por sus siglas en inglés
Luteinizing Hormone) y son capaces de producir andrdégenos que atraviesan las membranas
hasta llegar a las células de la granulosa. La FSH en las células de la granulosa induce la sintesis
de la enzima aromatasa, que se encarga de convertir los andrégenos procedentes de la teca en
E2 y éste a su vez estimula la sintesis de receptores de LH en células de la granulosa. En esta

etapa es donde se da la seleccion de un foliculo dominante (Oktem & Oktay, 2008).

El foliculo preovulatorio o de Graff se caracteriza por su gran tamafio comparado con el foliculo
antral, ademas, de que su oocito se localiza en un monticulo de células de la granulosa
denominado células de la cumula. Los estrégenos producidos por los foliculos antrales
estimulan la secrecion de FSH por parte de la hipoéfisis, la cual estimula el crecimiento a foliculo
preovulatorio. Este foliculo es el que liberard al dvulo al ir recibiendo estimulos de la LH
(Baerwald, Adams, & Pierson, 2003; Oktem & Oktay, 2008). En la figura 1 se esquematiza el

desarrollo folicular.

Foliculo  Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo
primordial primario secundario secundario preovulatorio tras ovulacion
. de Graa
Celulas Antro ( ) 7

de teca folicular

T -‘-"'-' e 1
'|I ."I / —y
Oocito Zona Células de Oocito 1% corpusculo
primario pelicida la granulosa secundario polar

FSH LH

Figura 1. Desarrollo folicular.

(Tomado de Tratado de endocrinologia pediatrica www.accessmedicina.com)
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1.2.1 Esteroidogénesis

En términos generales podemos decir que la esteroidogénesis es el conjunto de reacciones
metabdlicas que hacen posible la produccion de hormonas esteroideas. Este proceso no es
selectivo para el ovario, algunas hormonas esteroideas son fabricadas a nivel de la corteza
suprarrenal, sin embargo, son las células foliculares del ovario las que brindan el mejor sustrato

y medio para poder convertir el colesterol en E2.

Las principales unidades funcionales del ovario para la sintesis de hormonas esteroideas son:

los foliculos maduros, cuerpo luteo, foliculos atrésicos y estroma ovarico.

La sintesis de las hormonas esteroideas puede llevarse por medio de dos vias: via Delta 5 y via
Delta 4.

La via delta 4 (A4) o de las cetonas (principal en el ovario): el doble enlace esté en posicion 4-
5, y un grupo =0 en C3. La pregnenolona se convierte en progesterona (P4) mediante dos fases
enzimaticas que implican a las 3B-ol-deshidrogenasa y A4-5-isomerasa, posteriormente la
hidroxilacion de la progesterona en el carbono 17 da lugar a la 17-hidroxiprogesterona. La
accion de la 21-hidroxilasa sobre la P4 da lugar a la 11-desoxicorticosterona (11-DOCA) y la
1 1a-hidroxilasa sobre ésta da lugar a la corticosterona, que por una 18-hidroxilasa se convertir
en 18-hidroxicorticosterona 'y por la 18-hidroxideshidrogenasa en aldosterona
(mineralcorticoides). La accion de la 21-hidroxilasa sobre la 17-hidroxiprogesterona da lugar a
11-desoxicortisol y la 11a-hidroxilasa sobre éste da lugar al cortisol (glucocorticoides)]. La
accion de la desmolasa convierte la 17-hidroxiprogesterona en androstendiona (19 C o
androgeno). La accion de la 17p-ol-deshidrogenasa sobre la androstendiona da lugar a la

testosterona (Fernandez and Mangel 1983).

La via delta 5 (A5) (principal en la suprarrenal): el doble enlace esta en posicion 5-6, y un grupo
-OH en C3. La pregnenolona por hidroxilacion en el carbono 17 se convierte en 17-
hidroxipregnenolona. Esta desdobla su cadena lateral mediante una desmolasa convirtiéndose
en la dehidroepiandrosterona (DHA). La accion de la 3pB-ol-deshidrogenasa y a la A4-5-

isomerasa sobre la DHA da lugar a la androstendiona.
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Por la 17p-ol-deshidrogenasa, de la androstendiona, obtenida por cualquiera de las vias
anteriores, se obtiene la testosterona. La aromatizacion del anillo A de la androstendiona da
lugar a la estrona y la aromatizacion de la testosterona da lugar al E2, como se puede observar

en la figura 2 (Ferndndez and Mangel 1983).

Acetato
Colesteral
20 hidroxilasa
22 hidroxilasa CH,
20, 22 desmotass I
C=0
To-nigroxilasa
X-ol-gashidrogenasa
A MAomarasa
CH,
| HO |
C=m(Q Cc=0
b 9 Pregnencions
- O H
HO °

17-hidraxipregnenoclona Pragesterona

desmolasa 1Ta-hadroxiass CH,
o C==0

; I % ;lfmcn
HO o

17-Hidroxiprogesterona

Dehidroepssndrasterona
Jral.ceshidrogenass geamoiass
A' YB0merass
4} [+17]

17)1-ol-deshidrogenass

0 ]

Androsiencdiona Testosterona
aromatizacion l aromatizacion
o OH

171-ol-ceshidirogenasa

HO HO

Estrona Estradiol

Figura 2. Vias Delta 5 y Delta 4 de esteroidogénesis.

(Tomada de https://www.uv.es/~jvramire/apuntes/passats/reproduccio/TEMA%20R-01%20(2000).pdf)
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Las hormonas sexuales femeninas producidas en el ovario son fundamentalmente el E2 y la P4,
las cuales son sintetizadas en los foliculos preovulatorios. En el ser humano, la esteroidogenesis
ovarica ocurre de acuerdo con la teoria de las dos células/dos gonadotropinas. La produccion de
E2 requiere de la sintesis de precursores androgénicos (androstenediona y testosterona) a partir
del colesterol. Estos precursores son sintetizados por las células de la teca bajo la accion de la
LH que favorece la expresion de las enzimas encargadas de producirlos. Los androgenos
sintetizados por la teca difunden hacia el compartimiento avascular de las células de la
granulosa. A este nivel, los androgenos son biotransformados a estrégenos por accion de la
aromatasa (CYP19A1) que por accién de la FSH se ve favorecida su expresion. En la fase IGtea,
el compartimento ocupado por las células de la granulosa se vasculariza, permitiendo asi el
aporte de colesterol, aunado a un incremento en la expresion de enzimas esteroidogénicas que
resulta en el aumento de la produccién de estrogenos y P4 principalmente (Havelock, Rainey,

& Carr, 2004). En la figura 3 se muestran las enzimas que participan en la sintesis de E2 y P4.

CELULA DE LA TECA
STAR
CYP11A1

HSDSB\ {CYPI?AI

Androstendiona m

FSH
- ol |

Membrana basal

Figura 3. Esteroidogénesis en células de la granulosa y células de la Teca de foliculos antrales.

Tomado y modificado de Havelock, Rainey et al. 2004
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1.4 Subpoblaciones de las células de la granulosa

Durante el desarrollo folicular, las células de la granulosa (CG) pueden ser separadas en dos
poblaciones con respecto a su proximidad con el ovocito. La formacion del antro, que
corresponde al final de la fase de crecimiento del ovocito y la formacion del foliculo pre-
ovulatorio da lugar a que las células de la granulosa se diferencien en dos linajes anatomica y

funcionalmente distintos, las CG mural y cimula (Elvin et al., 1999).

Las CG murales estan localizadas alrededor de la periferia del foliculo y separadas del ovocito
por el antro cuyas funciones son esteroidogenicas principalmente y las células de la cimula son
las que se encuentran rodeando al ovocito y formando una intima asociacién con él a través de
unas proyecciones altamente especializadas que atraviesan la zona pelucida; dando lugar a las
uniones gap que ayudan al transporte de nutrientes tales como amino&cidos y sustratos para la
produccidén de energia, ya que el ovocito es metabdlicamente inactivo. Las células de la cimula
y ovocito forman una elaborada estructura Ilamada complejo ovocito-cimulus (COC) (Elvin,
Clark, Wang, Wolfman, & Matzuk, 1999; Gilchrist, Lane, & Thompson, 2008).

Estudios han demostrado que el ovocito juega un rol dominante en el establecimiento de la
heterogeneidad de las células de la granulosa que se encuentran en el foliculo pre-ovulatorio
(células de la granulosa/células de la cumula) por prevenir la diferenciacion de las células de la
cumula. Se ha desmostrado que el ovocito suprime la expresion del mMRNA de Lhry CYP11A1,
conocidos como marcadores de diferenciacion de estas células (Diaz, Wigglesworth, & Eppig,
2007; Baumgarten et al., 2014).

El efecto del ovocito sobre la heterogeneidad de las células de la granulosa, sugiere que el
ovocito secreta factores que modulan la expresién y la eventual diferenciacion celular (Eppig,
2001). Hay dos importantes factores secretados por el ovocito: factor de crecimiento de
diferenciacion 9 (GDF9) y la proteina morfogénica de hueso 15 (BMP15). Debido a la ubicacion
de ambos linajes (cumula/murales) dentro del foliculo, la expresion de genes caracteristicos de
cada poblacion de células de la granulosa depende del gradiente de los factores secretados por
el ovocito, ya que las células méas cercanas al ovocito promueve el desarrollo del fenotipo de las

células de la camula y reprimiendo el fenotipo de mural, sin embargo, las células localizadas en
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la periferia del foliculo al estar mas alejadas al ovocito, y por lo tanto, al gradiente de factores

secretados por éste, se diferencian a murales (Elvin et al., 1999).

Diversos estudios han identificado genes que se expresan en cada subpoblacion de las células

de la granulosa, que si bien es cierto no solo se expresan en estas células en especifico si no en

muchos tipos celulares; para fines de este estudio sirven como marcadores de diferenciacion de

las células de la cimula/mural (Tabla 1).

Tabla 1. Marcadores génicos de células de la granulosa, cimula y mural

Marcadores de células de la granulosa

Gen Descripcion y funcion Referencia
VCAN Versican. Proteoglicano que forma parte de la matriz | (Russell, Doyle, Ochsner, Sandy, &
extracelular de las células de la cimula y también | Richards, 2003; Russell, Ochsner,
producida en células murales. Hsieh, Mulders, & Richards, 2003)
AR Receptor de Androgenos. Media la accion de los | (Yazawa et al., 2013)
androgenos dentro del foliculo.
Marcadores de células de la camul
PTGS2 Prostaglandina sintasa endoperoxidasa 2. Procesos pro- | (Diaz, Wigglesworth, & Eppig,
inflamatorios previos a la ovulacion. Participa en la | 2007; Elvin et al., 1999)
expansion de células de la cimula
HAS2 Hialuronona Sintasa 2. Sintesis de acido hialurénico (Sanchez, Adriaenssens, Romero,
& Smitz, 2010)
Marcadores de células murales
LHCGR Receptor de la hormona luteinizante. Media la accion | (Diaz, O'Brien, Wigglesworth, &
de la hormona luteinizante. Eppig, 2006; Fan, Savage, &
Buckley, 2007)
CYP11Al | Citocromo P450, familia 11, subfamila A, miembro | (Diaz et al., 2006; Elvin et al.,

1.Enzima que corta la cadena lateral del colesterol

1999)
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Como se menciond anteriormente, los factores secretados por el ovocito no solo regulan la
expresion de transcritos caracteristicos en células de la cimula y murales, sino que también
regulan su produccion hormonal. Dichos factores al reprimir la expresion del gen Lhegr en
células de la cimula, inhibe la produccion de P4 (Gilchrist et al., 2008). Las células murales se
caracterizan por su funcién esteroidogénica en donde la LH estimula a las células de la teca
interna para que produzcan andrdgenos aromatizables, los cuales son transportados a las células
de la granulosa, para que sean convertidos en estrogenos por el CYP19A1. Por otro lado, la
presencia de CYP11A1 cataliza la conversion de colesterol a pregnenolona, promoviendo la
produccién de P4 (Lindeberg, Carlstrom, Ritvos, & Hovatta, 2007; Richards, Russell, Robker,
Dajee, & Alliston, 1998)

1.4.1 Células de la granulosa en cultivo

Debido a que muchos estudios estan dirigidos a entender los mecanismos de la esteroidogénesis
y desarrollo folicular normal y anormal humano, un modelo de origen humano es de gran
importancia. Se han realizado diversos estudios empleando lineas celulares de granulosa
humana, las cuales han sido desarrolladas a través de varios métodos incluyendo inmortalizacion

espontanea, transformacion oncogénica y explantes de tumores.

Ya se han establecido diferentes lineas celulares de origen humano, las cuales han sido
caracterizadas con respecto a su actividad esteroidogénica (sintesis de P4, actividad de la
aromatasa y expresion de enzimas) y respuesta a gonadotropinas (sensibilidad a FSH y LG/CG)
(Tabla 2). Sin embargo, las caracteristicas de una linea celular cambian con el tiempo en cultivo
0 pasajes lo que puede causar limitaciones en los estudios. Recientemente se han empezado a
utilizar cultivos primarios de células de la granulosa humana en donde la mayor fuente de
obtencidn de estas células ha sido a través de pacientes sometidos a tratamientos de fertilizacion
in vitro las cuales han servido como un nuevo modelo de estudio con la ventaja de ser células
no modificadas, conservando sus caracteristicas fisiologicas representando una ventaja respecto

a las lineas celulares (Havelock et al., 2004).
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Tabla 2. Propiedades esteroidogénicas de las lineas celulares de granulosa humana

Linea Sintesis de Actividad Expresion de Sensible | Sensible a
celular | progesterona dela enzimas aFSH LG/CG
aromatasa | esteroidogénicas
HTOG + + ND ND ND
COV434 + + - + -
KNG + + - + -
HGL5 + + + - -
HO-23 + ND + ND -
Gcela - - - - -
HGP53 + ND + + ND

ND: no detectado

1.5 Efectos de los parabenos en la esteroidogénesis femenina

En un estudio realizado en ratas neonatales administradas subcutdneamente con metil-, propil-
y butil-parabeno (de manera individual) o E2 durante los dias neonatales 1-7, se observo que los
parabenos disminuyen el numero de foliculos primarios a altas dosis de propil-parabeno y butil-
parabeno. También se evaluo la expresion de dos genes que participan en la esteroidogénesis
(StAR y CYP11A1). StAR (Proteina reguladora de la esteroidogenésis aguda) participa en la
translocacion intramitocondrial del colesterol y CYP11A1 enzima que se encarga de convertir
el colesterol en pregnenolona, reaccion inicial de la esteroidogénesis. Los resultados mostraron
una disminucion después del tratamiento de metil-, propil- y butil-parabeno de estos dos genes,

alterando la fase inicial de la esteroidogenésis durante la etapa neonatal (Ahn et al., 2012).

En un estudio in vitro empleando un cultivo de foliculos pre-antrales de rata y un cultivo
primario de la granulosa humanas se analizd el efecto de butil-parabeno (10 nM a 10 uM) y di-
(2-etilhexil)-ftalato (DEHP) a concentraciones de 1 a 100 nM, sobre el crecimiento folicular y

la esteroidogénesis ovarica. Los resultados mostraron que ambos compuestos administrados
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simultaneamente disminuyen la produccion de E2. En el cultivo de células de la granulosa
humana se observo que el DEHP disminuye la produccion de P4 en el medio, y este efecto fue
atenuado cuando butil-parabeno fue adicionado junto con el DEHP. Sugiriendo que el butil-
parabeno y el DEHP actian de manera aditiva en la disminucion de la produccién de E2 en el
cultivo de foliculos, mientras que, en las Ultimas etapas del desarrollo folicular, el butil-parabeno
bloquea el efecto causado por el DEHP sobre la produccion de P4 en el cultivo de células de la
granulosa. Tomando en cuenta estos resultados, se sugiere que butil-parabeno y DEHP tienen
efectos adversos sobre la esteroidogénesis desde el estado preantral hacia adelante y que los
efectos de estos compuestos pueden ser modificables por co-exposicion (Guerra, Furlong,
Kempinas, & Foster, 2016).

Se ha determinado que los ftalatos alteran la esteroidogenésis por dos principales mecanismos:
1) la activacion de receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPARa,y) en células
de la granulosa inhibiendo la transcripcion de la aromatasa y 2) inhibiendo los niveles de mMRNA
de las enzimas CYP19A1 Y CYP11ALl involucrados en la biosintesis de E2 (Lovekamp-Swan
et al., 2003; Hannon et al., 2015b).

1.6 Infertilidad

La infertilidad es definida como la incapacidad para concebir después de un afio de relaciones
sexuales sin proteccion, tiene una prevalencia global del 9%. Entre las parejas infértiles, se
estima que la causa es predominantemente femenina en un 38% y principalmente masculina en
un 20%, mientras que el 27% se debe tanto a anomalias masculinas y femeninas y el 15% se

debe a causas desconocidas.

Han surgido numerosos estudios que han reportado un aumento en la disminucion de la funcion
reproductiva de todo el mundo. Debido al corto periodo de tiempo en el que ha surgido esta
problematica, los cambios genéticos no pueden explicarlo. Por lo tanto, ha Ilamado la atencion
diversos contaminantes ambientales que pueden ser responsables de las tendencias observadas
(Marques-Pinto & Carvalho, 2013).
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1.6.1 Aspectos toxicologicos en infertilidad

Uno de los acontecimientos mas significativos en el siglo pasado en el area de endocrinologia
fue el reconocimiento de que algunos compuestos presentes en el medio ambiente son capaces
de alterar el sistema hormonal, por lo que fueron llamados como disruptores endocrinos (DE).
El grupo de DE es extremadamente heterogéneo, abarca sustancias sintéticas usadas en la
industria y sus sub-productos (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Su presencia en el entorno es
ubicua y se han detectado diversos DE en fluidos bioldgicos humanos como suero, plasma
seminal, liquido folicular, lo cual ha incrementado la preocupacion de que la exposicion a DE
puede alterar la fertilidad humana y se han establecido diversos mecanismos por los cuales los
DE pueden alterar la funcién reproductiva. La mayoria de los DE actGan como ligandos (
agonistas 0 antagonistas) de receptores de membrana o intracelulares (tanto para hormonas
esteroideas o no esteroideas), interfiriendo asi en las vias de sefializacion celular reguladas por
hormonas y en la expresion de genes. Algunos DE son capaces de alterar la biodisponibilidad
hormonal al interferir con su secrecion y transporte o interrumpir las vias enzimaticas implicadas

en la sintesis 0 metabolismo hormonales (Marques-Pinto & Carvalho, 2013).

Hay compuestos quimicos que son capaces de alterar la disponibilidad de las hormonas en el
ovario como es el caso del pesticida diclorodifeniltricloroetano (DDT), cuyos efectos en el
sistema reproductor femenino han sido bien estudiados. Se ha demostrado que el DDT es capaz
de bloquear la sintesis de P4 por medio de la disminucién de cCAMP y con ello la disminucion
de la expresion del mMRNA del CYP11A1, enzima intermediaria en la sintesis de dicha hormona.
Compuesto bien estudiado es el bisfenol A (BPA), el cual ha mostrado alterar la sintesis de P4
y E2 por alterar los niveles de mRNA de enzimas esteroideas, sin embargo, el mecanismo de

accion aun se desconocen (Craig, Wang, & Flaws, 2011).

Otro compuesto estudiado ha sido el Dietilestilbestrol (DES), compuesto estrogenico potente
que fue utilizado hace afos para disminuir el riesgo de aborto en mujeres embarazadas y para
tratar problemas de prostata, bien conocido por afectar el sistema reproductivo y muy usado
para evaluar el potencial de varios quimicos que afectan o mimetizan la actividad de los

estrégenos (Warita et al., 2010).
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En la esteroidogenesis testicular, el DES causa una drastica disminucion de los niveles de
proteina y mMRNA de CYP11Al y StAR (Maeda et al., 2013; Warita et al., 2010). En ratas
inmaduras expuestas a DES se observé una disminucién en los niveles séricos de P4, E2 y
testosterona (T4), asi como una disminucion en la expresion de CYP19A1 Y CYP17Al
(Imamichi et al., 2017).

1.7 Justificacion

Los parabenos son un grupo de compuestos derivados del &cido 4-hidroxibenzoico utilizados
ampliamente como conservadores en la industria cosmeética, farmacéutica y alimentaria. En el
2004, el trabajo de Darbre caus6 alarma pues encontr6 parabenos en tejidos de cancer de mama
abriendo el debate sobre la posibilidad de que los parabenos actien como DE. Hay diversos
estudios sobre el efecto de los parabenos tanto en animales y humanos. Sin embargo, los
resultados obtenidos hasta ahora no son concluyentes, en algunos casos se observa efecto y en
otros no. De gran interés es el efecto de los parabenos sobre las células foliculares puesto que
las mujeres son las principales consumidoras de productos que contienen este tipo de
conservadores y en nuestras manos se ha detectado la presencia de parabenos en liquido folicular
(liquido que rodea las células foliculares). Por lo tanto, es necesario evaluar el efecto de los
parabenos a concentraciones ya determinadas en fluidos biolégicos sobre un cultivo primario
de células de la granulosa humana como un modelo representativo de una de las principales

funciones del sistema reproductor femenino.

1.8 Hipotesis

La exposicién a parabenos alterara la esteroidogénesis de las células de la granulosa humana en

cultivo primario
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1.9 Objetivos

1.9.1 General

e Evaluar la actividad estrogénica de los parabenos en un cultivo primario de células de la

granulosa humana

1.9.2 Particulares

e Establecer las condiciones necesarias para tener un cultivo primario de células de la
granulosa humana

e Caracterizar el cultivo primario de células de la granulosa humana

e Evaluar la funcionalidad del cultivo primario de células de la granulosa humana como
un modelo in vitro para evaluar el efecto de disruptores endocrinos

e Evaluar el efecto de algunos parabenos como disruptores enddcrinos en el cultivo

primario de células de la granulosa humana

32



FElona do Ja Gruz Horrera C«yco, Tesis doctore)

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Estrategia experimental

Obtencion de células de la caimula
Mujeres pacientes y donates

Cultivo primario

Caracterizacion del cultivo primario

Expresion génica Produccion hormonal

Exposicion in vitro a parabenos

Viabilidad celular Expresion génica de ‘ Produccion hormonal

enzimas esteroidogénicas
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2.2 Cultivo primario de células de la granulosa humana

2.2.1 Estimulacién Ovérica Controlada y recuperacion del ovocito

Todas las pacientes (mujeres bajo tratamiento por infertilidad masculina) y donantes fueron
sometidas a estimulacion ovérica controlada durante 10 dias, que consistio en una
administracion de dosis diaria de agonistas y antagonistas de la hormona liberadora de
gonadotropina [0.25 mg/dia Cetrorelix, Cetrotida 6 0.25 mg/dia de acetato de Ganirelix] después

de la menstruacion.

Las gonadotropinas fueron administradas en dosis variables, con una dosis minima diaria de 300
Ul, con ajustes adicionales segun la edad de la paciente, la capacidad de respuesta ovarica, los
niveles séricos de E2 y el didmetro de los foliculos por ultrasonido vaginal cada 2 o 3 dias. La
estimulacion fue prolongada hasta obtener un diametro de los foliculos >18 mm. La hormona
gonadotropina corionica humana recombinante (Choragon 1000 Ul) fue administrada, y la
recuperacion de los ovocitos se realizd 36 h mas tarde guiado con ultrasonido. Todos los
foliculos de 14-18 mm fueron aspirados (tipicamente de 6 a 18), y de cada paciente se obtuvieron

entre 6 y 22 ovocitos (promedio: 17.5 = 3.5 ovocitos por paciente).

2.2.2 Obtencion de las células

El protocolé fue aprobado por el comité de Bioética de INGENES y para la recoleccién de las
células se contd con la colaboracidn del Instituto Ingenes de la Ciudad de México, México. Las
células recolectadas fueron células de la cimula (células que se encuentran rodeando al ovocito)
provenientes de foliculos pre-ovulatorios. Después de la estimulacién ovérica (estimulacion de
la produccién de 6vulos) y de la puncién folicular (extraccion de évulos), las células de la
cumula fueron separadas del 6vulo mecanicamente como parte de un proceso de preparacion de
los ovocitos para observar su grado de maduracién. Las células de la cimula provinieron de
mujeres donadoras de 6vulos y pacientes a quienes se les explico el proposito del estudio,
estuvieron de acuerdo y firmaron una carta de consentimiento informado. El protocolo de

investigacion del presente proyecto fue aprobado por el comité de ética de INGENES.

2.2.3 Transporte de células de la camula
Las células fueron transportadas de INGENES a CINVESTAV en medio DMEM-F12 (Gibco
by Life Technologies # catalogo 12634-010) suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina
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(para evitar una posible proliferacion bacteriana que causara una pérdida de este valioso material
bioldgico), a una temperatura aproximada a los 37°C dentro de un recipiente térmico para

conservar la temperatura.

2.1.2 Cultivo de células de la granulosa

Las células se lavaron dos veces con PBS 1X. Posteriormente, las células fueron tratadas con
150 pl de hialuronidasa (1 mg/ml) (Sigma Aldrich # catdlogo H3506) para realizar la
disgregacion celular. Posteriormente se lavaron de nuevo con PBS 1X y se centrifugaron a 3,200
rpm durante 5 minutos (Centrifuga ADAMS Compact Il, Becton Dickinson); la pastilla celular
fue re-suspendida en medio DMEM-F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y
1% de penicilina/estreptomicina. Se realizo el conteo celular en un hematocitometro empleando
azul de tripano (Sigma Aldrich # catdlogo T8154). Las células se mantuvieron a 37°C en

atmosfera de COz al 5% y 95% de humedad relativa.

2.1.3 Caracterizacion del fenotipo del cultivo primario de células de la granulosa

Con base en la literatura, se seleccionaron genes caracteristicos de ambas subpoblaciones de las
células de la granulosa: cimula (PTGS2 y PFKP), mural (CYP11A1y LHCGR) y granulosa (AR
y VCAN). Como complemento de la caracterizacion también evaluamos la produccion hormonal
de las células de la granulosa en cultivo, las hormonas que analizaron fueron P4 y E2. Para
evaluar los marcadores génicos y hormonales; las células fueron monitoreadas durante el tiempo
en cultivo. Se obtuvo RNA para evaluar los marcadores génicos al tiempo cero (previo al cultivo
de las células), 18, 24 y 48 h de cultivo. Para la evaluacion de la produccion hormonal se obtuvo
el medio de cultivo a las 18, 24 y 48 h de cultivo.

2.1.4 Funcionalidad del cultivo primario de células de la granulosa humana como
un modelo in vitro para evaluar el efecto de disruptores endocrinos

Para evaluar la sensibilidad del cultivo primario de células de la granulosa humana a los efectos
de disruptores endocrinos, se empled DES a una concentracion de 5 UM con base a un estudio
donde se observo la alteracion de la sintesis de P4 y del mMRNA de CYP11A1 (Warita et al.,
2010), ademas, se empled BPA a una concentracion de 4.3 y 43 uM con base a un estudio en
cultivo de celulas de la granulosa humana en donde se observo una disminucion en la produccion
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hormonal asi como en la expresion de enzimas esteroidogénicas (Abdallah Mansur, 2016). El
DES (MERCK # catalogo 500394) y BPA (Sigma-Aldrich, St. Louis. MO) fueron disueltos en
DMSO (Sigma Aldrich # catdlogo D4540) con una concentracion final en cultivo de 0.5%.
Después de 24 h de tratamiento, el medio de cultivo fue colectado y almacenado a -20°C hasta
su uso para la medicion de hormonas, mientras que las células fueron colectadas en Trizol
(Sigma Aldrich TRI Reagent # catdlogo T9424) y almacenadas a -70°C para la extraccion de
RNA.

2.3 Caracterizacion de los efectos de los parabenos in vitro

2.3.1 Seleccion de las concentraciones empleadas de parabenos y bisfenol A

Las concentraciones empleadas para evaluar el efecto de los parabenos fueron seleccionadas
con base en las determinadas por otros autores en fluidos biol6gicos como suero y sangre
(Sandanger, Huber et al. 2011, Vela-Soria, Ballesteros et al. 2013, Havey 2014, Jimenez-Diaz,
Iribarne-Duran et al. 2016, Vandenberg, Hauser et al. 2007). Se decidi6 utilizar inicamente las
concentraciones detectadas en estos fluidos debido a que el liquido folicular es un transudado
del plasma sanguineo y al no contar con datos disponibles en este fluido, estas concentraciones
sirvieron de base para este estudio; adicionalmente, se incluyeron dos concentraciones muy por
encima de las concentraciones detectadas en fluidos bioldgicos de cada uno de nuestros
compuestos de interés. En la tabla 3 se muestran las concentraciones de parabenos determinadas
en este tipo de fluidos y las que fueron seleccionadas para nuestro estudio. Se decidié emplear
al BPA como un compuesto comparativo, ya que su capacidad como disruptor endécrino es
conocida (Vandenberg, Hauser et al. 2007) y las concentraciones seleccionadas también se

encuentran descritas en la literatura (Tabla 3).
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Tabla 3. Concentraciones seleccionadas de parabenos y bisfenol A.

Compuesto Fluido Concentraciones Concentraciones Referencia
encontradas seleccionadas
Metil-parabeno Suero 6 nM 6 nM Sandanger, Huber et al.
Sangre de 9.2nM 300 nM 2011, Vela-Soria,
menstruacion 18.4 nM 657 nM Ballesteros et al. 2013,
61.7 nM 1uM Havey 2014, Jimenez-Diaz,
300 nM Iribarne-Duran et al. 2016
Butil-parabeno Sangre de 2nM 2nM Sandanger, Huber et al.
menstruacion 51nM 5.1nM 2011,
20 nM
1uM
Bisfenol A Suero 1.4nM 1.4 nM Vandenberg, Hauser et al.
Liquido 2.8nM 8.7nM 2007
folicular 4.4nM 500nM
4.6 nM 1uM
7nM
8.7 nM

En rojo se indican la concentracién mas baja y més alta detectadas en fluidos bioldgicos y en azul una concentracion

alta seleccionada arbitrariamente y otra empleada en estudios in vivo e in vitro.

2.4 Tratamientos con xenobioticos

Las células fueron sembradas en placas de 24 pozos (600,000 células vivas/pozo contadas en
hematocitémetro) y cultivadas en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB y 1% de
penicilina/estreptomicina. Después de 21 h de cultivo, el medio fue remplazado por medio
fresco con una disminucion de suero al 1% de SFB (la disminucién del porcentaje de SFB se
realizé para disminuir la actividad celular y que el efecto de los compuestos no fuera opacado)
y 1% de penicilina/estreptomicina previo a los tratamientos con los compuestos de interés.
Después de 3 h de la supresion celular por la disminucion del porcentaje de SFB, se adicion6 1
UM de testosterona junto con metil-parabeno 6 butil-parabeno o BPA disueltos en DMSO
(0.01%).

La testosterona (1 uM) fue adicionada al cultivo de células de la granulosa como precursor para
la sintesis de estrogeno, ya que de manera endogena los precursores de E2 son proporcionados
por las células de la teca interna. Para excluir cualquier posible efecto del DMSO, un segundo
control sin DMSO fue incluido. Las soluciones de trabajo fueron preparadas al momento de
realizar cada experimento con la finalidad de evitar degradacion de los compuestos por previas

descongelaciones. La concentracion de DMSO final en cultivo fue de 0.01%.
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Después de 24 h de tratamiento, el medio de cultivo fue colectado y almacenado a -20°C hasta
su uso para la medicién de hormonas, mientras que las células fueron colectadas en Trizol y

almacenadas a -70°C para la extraccion de RNA.

2.5 Extraccién de RNA de células de la cimula

2.5.1 Fundamento

La extraccion de RNA de células de la cimula se realizd con el estuche Direct-zol RNA
MiniPrep (Zymo Research # catdlogo R2050) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Es
un estuche comercial para aislar RNA total de muestras en Trizol y otros reactivos con ayuda
de la separacion en columna (incluida en el estuche) y emplea el uso de DNasa | para evitar
contaminaciones de DNA.

2.5.2 Procedimiento

La extraccion de RNA de células de la cumula se realizd con el estuche Direct-zol RNA
MiniPrep de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Al término de los tratamientos, las
celulas se lavaron con PBS 1X estéril. Posteriormente se retird el PBS y se adicionaron 500 pl
de Trizol por pozo. Las células se colocaron en tubos Eppendorf estériles y se adicionaron 500
ul de etanol (95-100%) y se mezclaron. La mezcla fue transferida a una columna colocada
dentro de un tubo de recoleccion y se centrifugd a 12500 rpm durante 1 minuto a 4°C (Nota:
todas las centrifugaciones se realizan a 12500 rpm a una temperatura de 4°C durante 1 minuto)
eliminando el eluato. Enseguida se adicion6 400 pl de amortiguador de lavado a la columna y
se centrifugd. Posteriormente se adicion6 80 ul de la mezcla (5 pl de DNAse |y 75 pL de la
solucion tampon de digestion de DNA), se incubaron a temperatura ambiente (20-30°C) en la
oscuridad por 15 minutos. Transcurrida la incubacién, se adiciond 400 pl de Direct-Zol RNA
solucion de prelavado a la columna y se centrifugo, se repite este Gltimo paso. En seguida se
adicionaron 700 pl de solucion amortiguadora de lavado y se centrifug6 durante 2 minutos. Por
ultimo, se adicion6 30 pl de agua libre de DNasa/RNasa a la columna y se centrifugd y se
recupero el eluato. EI RNA obtenido se cuantifico en el equipo de NanoDrop (NanoDrop 2000
UV-Vis spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).
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2.6 Andlisis de la expresion de genes por medio de RT-PCR cuantitativa en
tiempo real

2.6.1 Fundamento

El SYBR-Green | es el fluor6foro especifico de DNA bicatenario mas usado para
determinaciones empleando la técnica de RT-PCR. Este fluoréforo se une con gran afinidad al
surco menor del DNA bicatenario, aumentando su fluorescencia unas 1000 veces. La deteccion
con SYBR-Green | es tan sensible que llega a identificar la produccion de una Gnica molécula,
pero requiere de una implementacion cuidadosa para que no amplificar productos inespecificos
que luego el fluoroforo detectaria, introduciendo errores en el posterior analisis de los

resultados.

2.6.2 Procedimiento

El ensayo se hizo en un solo paso utilizando el KAPA SYBR FAST One-Step gRT-PCR kit

utilizando 5 ng de RNA total. Las condiciones de la PCR-tiempo real fueron las siguientes:

Tabla 4. Condiciones de la PCR-tiempo real

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Sintesis de DNA 42 °C 5 minutos 1
Inactivacion de enzima RT 95°C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 3 seg 40
Alineamiento/extension Determinado para 30 seg 40
cada oligo
Disociacion Determinado por el equipo

Se disefiaron iniciadores para humano de los genes de interés. Como control positivo y de carga
se empled hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT). El analisis de expresién se
determind por el método de 2*4CT. En la Tabla 5 se muestran las secuencias de los

oligonucleotidos empleados en este estudio.
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Tabla 5. Secuencias de oligonucle6tidos utilizados en RT-PCR

Gen Sentido Antisentido
AR CGATCCTTCACCAATGTCAA CCACTGGAATAATGCTGAAG
VCAN TCAGCAAAGGACAATTCAATA TTTAAAATGTTTTGGGAGCA
PTGS2 GTTGACATCCAGATCACATTTG TCCACAATCTCATTTGAATCAGG
PFKP AAATCAAAGAGCTTGTCGTCAC GTCGAACCGCATCTTGAAAT
CYP11A1 GCCTTTGAGTCCATCACTAAC GAACACTTCCTTTCTGTCTCAA
LHR AAGTTTCCAGATGTTACGAAG CCTTTAGCTCCAGTGAAGTC
HPRT GCCAGACTTTGTTGGATTTGA AATAGGACTCCAGATGTTTCCA
CYP19A1 CCCGATACATTATAACATCACCA CTTGAGGACTTGCTGATAATGAG
HSD-3p GATGAGCCATTCCTGAAGAGA ACTGGTGTAGATGAAGACTGG

2.7 Cuantificacion de la produccion hormonal

Para evaluar la produccién hormonal y el efecto de cada tratamiento con los compuestos de
interés, se recolectd el medio en los diferentes tiempos de cultivo (18, 24 y 48 h) y se almacen6
a -20°C hasta su medicion. Se empled el estuche comercial VIDAS® Progesterona y VIDAS®
Estradiol (BioMerieux # catalogo 30409).

2.7.1 Fundamento

El principio de este analisis asocia el método inmunoenzimatico por competencia con una
deteccion final en fluorescencia (ELFA). El cono de uso Unico sirve a la vez de fase solida y de
sistema de pipeteo. Los demas reactivos de la reaccion inmunoldgica estan listos para su empleo
y previamente repartidos en el cartucho. En una primera fase, tras la dilucién de la muestra, la
P4 contenida en la misma se ligara al anticuerpo monoclonal especifico fijado sobre el cono.
Las etapas de lavado eliminan los componentes no fijados. En una segunda fase, el cono capta
el conjugado. Se produce una saturacion de los lugares que hayan quedado libres del anticuerpo
en el conjugado. La P4 retenida se revela mediante el conjugado que es un derivado de la P4
marcado con fosfatasa alcalina. EI conjugado no fijado se elimina mediante lavado. Durante la
etapa final de revelacion, el substrato (4-metil-umbeliferil-fosfato) se aspira y luego se descarga
en el cono; la enzima del conjugado cataliza la reaccion de hidrélisis de este substrato en un

producto (4-metil-umbeliferona) cuya fluorescencia emitida se mide a 450 nm. El valor de la
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sefial de fluorescencia es inversamente proporcional a la concentracion de P4 presente en la

muestra.

2.7.2 Procedimiento

Los reactivos se llevan a temperatura ambiente 30 minutos antes de su uso, posteriormente se
realiza la calibracion del equipo empleando el calibrador y control proporcionados por el
estuche. Una vez realizada la calibracion, las muestras a analizar se homogenizan con la ayuda
de un vortex y se diluyen a una proporcion de 1:500 con suero masculino y se coloca 200 pl de
muestra en las tiras de reaccion y se introducen al equipo (BioMerieux).

2.8 Ensayo de viabilidad celular por el método de MTT

2.8.1 Principio

Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un
compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad
mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia
y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazén

producido (Mosmann, 1983).

2.8.2 Procedimiento

Después de cada tratamiento celular con cada uno de los xenobi6ticos, se agreg6 10 pl de MTT
(5 mg/ml en PBS), por cada 100 pl de medio. Después de 2 h de incubacion con el reactivo, se
adicion6 200 pl de DMSO para disolver los cristales de formazan, el cambio de coloracion fue
evaluado por densidad oOptica utilizando un lector de placas Tecan M200 (Tecan, Infinete

M200), midiendo la absorbancia a 570 nm.

2.9 Andlisis estadistico

Los datos se presentan como la media + error estandar (S.E.). Las diferencias entre los grupos
se determinaron mediante ANOVA y un post-test de Dunnet. Los valores de p <0.05 (dos colas)
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se consideraron estadisticamente significativos. Todos los analisis estadisticos se calcularon con

el software Sigma Plot v.12.
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3 RESULTADOS

3.1 Establecimiento del cultivo primario de células de la granulosa humana

La esteroidogénesis ovarica es crucial para la fertilidad. Hay multiples estudios sobre el papel
de los DE en modelos animales (Mlynarcikova et al., 2014), y para ahondar en los mecanismos
moleculares es necesario evaluar el efecto de los compuestos de interés en un cultivo primario
de células de la granulosa como un modelo representativo de una de las principales funciones

del sistema reproductor femenino (esteroidogénesis).

Para el establecimiento del cultivo primario se partié de las células de la cimula que rodean al
ovocito obtenidas de mujeres donantes y pacientes sometidas a estimulacion ovarica controlada
en tratamientos de reproduccion asistida. En cada cultivo independiente se trabajé con una
mezcla de células procedentes de pacientes y donantes para reducir la variabilidad bioldgica
inter-individual. Se evalud la viabilidad de las células en cultivo (48 h de cultivo) observando

que se mantuvieron vivas durante el tiempo de cultivo (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de viabilidad de las células de la granulosa en cultivo. Las células fueron cultivadas
durante 18, 24 y 48 h y la viabilidad fue comparada con las células antes de ser cultivadas (0 h).

Las células mantuvieron una forma alargada que no cambié durante el tiempo de cultivo como
se observa en la figura 5.
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Figura 5. Apariencia de las células de la granulosa en cultivo de 18, 24 y 48 horas. Las células procedieron
de un “pool” de pacientes y donantes sometidas a estimulacion ovarica controlada. Las células fueron
disgregas con hialuronidasa y sembradas en placas de multipozos. La morfologia a las 18, 24y 48 h en

cultivo se muestra en micrografias tomadas en el microscopio invertido (Nikon ECLIPSE TS100-Fy
camara MAB88-500 Premiere® mediante el software TSView 7) (100 pm).

3.2 Caracterizacion del cultivo primario de células de la granulosa

3.2.1 Marcadores génicos

Para caracterizar el fenotipo de las células de granulosa en cultivo, se detectaron y cuantificaron
los transcritos caracteristicos de las subpoblaciones de células de la granulosa: cumula y
murales. En primer lugar, se demostrd que el cultivo corresponde a células de la granulosa, para
lo cual se detectaron a VCAN y a AR, ambos caracteristicos de este tipo celular, cuantificando

su expresion a las 0 h (previo a ser cultivadas), 18, 24 y 48 h de cultivo.

Como se puede observar en la figura 6, la expresion de ambos genes se mantuvo constante desde
el tiempo cero hasta las 48 h de cultivo, aunque se observan algunas fluctuaciones estas no son
significativas. Lo anterior sugiere que el cultivo primario preserva sus caracteristicas de células

de la granulosa durante todo el tiempo en el que fueron monitoreadas.
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Figura 6. Expresion de VCAN y AR en células de la granulosa en cultivo. Las células de la granulosa en
cultivo fueron cosechadas en Trizol a 0, 18, 24 y 48 h. Se obtuvo RNA total que fue analizado por gRT-
PCR para VCAN y AR. Se us6 HPRT como gen de referencia. Los datos se expresan de manera relativa
con respecto al tiempo cero (células no cultivadas, pero si tratadas con hialuronidasa). Cada punto
representa la media £ S. E (n=3). Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguida por una post test
de Dunnet, p<0.05.

Posteriormente, se evalud la expresion de genes caracteristicos de ambas subpoblaciones de las
celulas de la granulosa: células de la cimula (Ptgs2 y Has2) y murales (CYP11Aly Lhcg). Como
se muestra en la figura 7, la expresion de Ptgs2 disminuy6 conforme transcurrié el tiempo de
cultivo y resulté significativo desde las 18 h. Del mismo modo, la expresion de Has2 disminuyo
conforme aumento el tiempo de cultivo de manera significativa. Con respecto a los marcadores
de células murales, tanto CYP11A1 y Lhcgr aumentaron su expresion de manera significativa
con respecto al tiempo de cultivo. Los resultados anteriores indican que a las 24 h de cultivo,
las células expresan marcadores de células murales y no expresan marcadores de células de la
cumula, por lo tanto, el cultivo corresponde a células murales. Lo anterior obedece al hecho de
que la ausencia del ovocito y de los factores secretados por este (GDF9 y BMP15), promueve
la expresion de genes caracteristicos del fenotipo de células de la granulosa mural que

inicialmente eran células de la cimula (Eppig, 2001).
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Figura 7. Expresion CYP11A1, LHCGR, PTGS2 y HAS2 en células de la granulosa en cultivo. Las células
de la granulosa fueron mantenidas en cultivo y fueron cosechadas en Trizol a 0, 18, 24 y 48 h. Se extrajo el
RNA vy éste fue analizado por gRT-PCR para los genes asociados en la literatura con las células de la
cumula (PTGS2 y HAS2), células murales (CYP11Aly LHCGR). Se us6 HPRT como gen de referencia.
Los datos se expresan como relacion relativa con respecto al tiempo cero (células no cultivadas). Cada
punto representa la media £ S. E (n=3). Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguida por un
post test de Dunnet, p<0.05.

3.2.2 Produccion hormonal

Como segunda parte de la caracterizacion del cultivo se evalud la produccién hormonal. Se
decidi6 evaluar P4 y E2 pues ambas hormonas son producidas por células murales. Para esta
evaluacion se colect6 el medio de cultivo a las 18, 24 y 48 h post-siembra (Figura 8). Para la
evaluacion de E2 se adicion6 testosterona (1 pM) como precursor para su sintesis ya que de

manera endogena los precursores de E2 son suplidos por las células de la teca interna.

La produccion hormonal fue evaluada por inmunodeteccion y como se muestra en la Figura 6,
la produccion de P4 aumentd conforme transcurrié el tiempo de cultivo, siendo significativo a

partir de las 18 h. Sin embargo, la produccion de E2 se mantuvo estable durante todo el cultivo.

Las células murales a diferencia de las células de la cimula se caracterizan por su actividad
esteroidogénica principalmente. Lo observado en la produccion hormonal se relaciona con lo

observado en la expresion genica de enzimas esteroidogenicas conforme transcurre el tiempo
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en cultivo. Debido a que la produccion de P4 aumentd con respecto al tiempo de cultivo, esto

indico que el cultivo primario de células murales es un cultivo luteinizado.
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Figura 8. Produccion de progesterona y estradiol en células de la granulosa en cultivo. EI medio de cultivo
fue recolectado a 18, 24 y 48 h de cultivo para su andlisis. Cada punto representa la media = S. E (n=3).
Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, p<0.05.

3.3 Evaluacion de la funcionalidad del cultivo primario de células de la
granulosa humana como un modelo in vitro para evaluar el efecto de
disruptores endocrinos

Para determinar si este modelo fue Util para evaluar el efecto de los DE con capacidad
estrogénica, se evalud la sensibilidad del cultivo primario de células murales luteinizadas
expuestas a DES como un DE con caracter estrogénico prototipo. Para esta evaluacion se analizo
el efecto de este compuesto sobre la produccién hormonal (P4 y E2) y sobre la expresion de
enzimas esteroidogénicas que participan tanto en la sintesis de E2 (CYP19A41 y 175-HSD) como
en lade P4 (CYP11A1 y 35-HSD). Se empleo una concentracion de 5 uM de DES con base en
su efecto sobre la produccion de P4 y sobre el mMRNA del CYP11A1 (enzima intermediaria de
la conversidn de pregnenolona a P4) reportada en la literatura (Warita et al, 2010). Como se
puede observar en la figura 9, el DES disminuy6 de manera significativa la produccion de P4,

pero no alterd la produccién de E2.
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Figura 9. Efecto del DES sobre la produccion de progesterona y estradiol en células de la granulosa
después de 24 h de exposicién. Las células de granulosa fueron expuestas a DES por 24 h y fue recolecto el
sobrenadante para determinar los niveles hormonales. Los datos representan tres experimentos
independientes por triplicado. Cada punto representa la media £ S. E (n=3). Los datos se analizaron por
ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, * p<0.05.

Con respecto a la expresion génica de las enzimas esteroidogénicas que participan en la sintesis
de P4 después de la adicién de DES, la expresion de 35-HSD disminuy6 de manera significativa
estadisticamente respecto al control (DMSO); CYP11A1 también disminuy6 en su expresion

con respecto al control (DMSO), el cual no fue estadisticamente significativo (Figura 10).

En cuanto a la expresion de las enzimas encargadas en la sintesis de E2, el DES caus6 una
disminucion significativa estadisticamente de ambas enzimas (CYP19A41 y 175-HSD) como se
observa en la Figura 11. Con respecto al efecto de BPA, ambas concentraciones empleadas (4.3
y 43 uM) causaron una disminucion en la produccién de P4, asi como en la expresion de las
enzimas esteroidogeénicas (figuras 12 y 13), lo cual era de esperarse en base a lo reportado en la
literatura (Mansur et al., 2017). Con los resultados anteriores concluimos que el cultivo de
células murales luteinizadas es sensible al efecto de los DE con caracter estrogénico y puede

servir como un modelo para evaluar el efecto de los parabenos.
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Figura 10. Efecto del DES sobre la expresion de CYP11Al y HSD3B1 en células de la granulosa en cultivo.
Las células de la granulosa fueron expuestas a DES por 24 h. Se extrajo el RNA vy éste fue analizado por
gRT-PCRy se usé HPRT como gen de referencia. Los datos representan tres experimentos independientes
por triplicado. Cada punto representa la media = S. E (n=3). Los datos se analizaron por ANOVA de una
via seguida por un post test de Dunnet, * p<0.05.
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Figura 11. Efecto del DES sobre la expresion de CYP19A1 y HSD17B1 en células de la granulosa en
cultivo. Las células de la granulosa fueron expuestas a DES por 24 h. Se extrajo el RNA y éste fue
analizado por qRT-PCR y se us6 HPRT como gen de referencia. Los datos representan tres experimentos
independientes por triplicado. Cada punto representa la media = S. E (n=3). Los datos se analizaron por
ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, * p<0.05.
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Figura 12. Efecto del BPA sobre la produccion de progesterona y estradiol en células de la granulosa en
cultivo. Las células de granulosa fueron expuestas a BPA por 24 h y el sobrenadante fue recolectado para
determinar los niveles hormonales. Los datos representan tres experimentos independientes por triplicado.
Cada punto representa la media + S. E (n=3). Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguida por
un post test de Dunnet, * p<0.05y *** p<0.001.

3.4 Efectos de los parabenos in vitro

Se decidi6 evaluar el efecto de los dos parabenos mas usados en la industria: metil-parabeno
(baja estrogenicidad) y butil-parabeno (alta estrogenicidad). Ademas, se evalud el efecto de

BPA como un compuesto comparativo debido a que ya se conoce su efecto como DE.

Los ensayos para la evaluacion in vitro de los efectos de los compuestos de interés se realizaron
de la siguiente manera: el tratamiento con cada uno de los compuestos inici6é cuando las células
ya son murales con presencia de actividad esteroidogenica (24 h de cultivo) y el tratamiento
termind a las 48 h, por lo que el tiempo de exposicion fue de 24 h como se muestra en la figura
14.
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Figura 13. Efecto del BPA sobre la expresion de CYP11A1, HSD3B1, CYP19A1y HSD17B1 en células de
la granulosa en cultivo. Células de la granulosa fueron expuestas a BPA por 24 h. Se extrajo el RNA y éste
fue analizado por qRT-PCR y se usé HPRT como gen de referencia. Los datos representan tres
experimentos independientes por triplicado. Cada punto representa la media + S. E (n=3). Los datos se
analizaron por ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, * p<0.05.
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Figura 14. Esquema de tratamiento.
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3.4.1 Citotoxicidad

Previo a la evaluacion del efecto de los compuestos de interés sobre la expresion de genes que
participan en la esteroidogénesis y la produccion hormonal, fue necesario determinar si estos
presentan un efecto citotoxico significativo tras la exposicion a las diferentes concentraciones

seleccionadas.

Para evaluar la citotoxicidad de los compuestos de interés se utilizd el método de MTT. Los
resultados mostraron que la viabilidad celular no se afecta significativamente por ningln
compuesto a las concentraciones probadas (Figura 15) por un periodo de 24 h. Con lo anterior
se concluye que los parabenos y BPA no son citotdxicos en este cultivo primario de células
murales. Para las posteriores evaluaciones se utilizaron todas las concentraciones seleccionadas

previamente.

3.4.2 Efecto de los parabenos sobre la expresidon de enzimas esteroidogénicas

Se evalud el efecto de los parabenos sobre la expresion génica de las enzimas implicadas en la
sintesis de E2 y P4 por medio de qRT-PCR. Como se observa en la Figura 16, el metil-parabeno
a las concentraciones utilizadas no alterd la expresién génica de las enzimas que participan en

la sintesis de P4 y E2 durante 24 h de tratamiento.

Con respecto al butil-parabeno, ningun tratamiento modificé la expresion de las enzimas
esteroidogénicas como se observa en la Figura 17. EI BPA tampoco causé modificaciones en la

expresion de las enzimas esteroidogénicas que participan en la sintesis de E2 y P4 (figura 18).
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Figura 15. Efecto de metilparabeno, butilparabeno y bisfenol A sobre la viabilidad celular en células de la
granulosa en cultivo. Las células de la granulosa fueron sometidas a 24 h de exposicién a cada una de las
concentraciones de interés, comparado con el control (DMSOQ) y la viabilidad fue evaluado por el ensayo de
MTT. Los datos representan tres experimentos independientes por triplicado. Cada punto representa la
media = S. E (n=3). Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, *

p<0.05.
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Figura 16. Efecto del metil-parabeno sobre la expresion de CYP11A1, HSD3B1, CYP19Aly HSD17B1 en
células de la granulosa en cultivo. Las células de la granulosa fueron expuestas a metilparabeno durante 24
h. Se extrajo el RNA y éste fue analizado por gRT-PCR y se us6 HPRT como gen de referencia. Los datos
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representan tres experimentos independientes por triplicado. Cada punto representa la media = S. E (n=3).
Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, * p<0.05.
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Figura 17. Efecto de butil-parabeno sobre la expresion de CYP11A1, HSD3B1, CYP19A1 y HSD17B1 en
células de la granulosa en cultivo. Las células de la granulosa fueron expuestas a butil-parabeno durante
24 h. Se extrajo el RNA vy éste fue analizado por gqRT-PCR y se us6 HPRT como gen de referencia. Los
datos representan tres experimentos independientes por triplicado. Cada punto representa la media + S. E
(n=3). Los datos se analizaron por ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, * p<0.05.
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Figura 18. Efecto del BPA sobre la expresion de CYP11A1, HSD3B1, CYP19A1y HSD17B1 en células de
la granulosa en cultivo. Las células de la granulosa fueron expuestas a BPA durante 24 h. Se extrajo el
RNA vy éste fue analizado por gRT-PCR y se us6 HPRT como gen de referencia. Los datos representan tres
experimentos independientes por triplicado. Cada punto representa la media + S. E (n=3). Los datos se
analizaron por ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, * p<0.05.
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3.4.3 Efecto de los parabenos y BPA sobre la produccidn de progesteronay estradiol
en cultivo

Para determinar el posible efecto de los parabenos o BPA sobre la produccion de P4y E2, se
cuantifico la produccion hormonal. Ninguno de los parabenos evaluados alterd la produccion de
E2 0 P4 como se observa en la Figura 19. EI BPA a ninguna de las concentraciones empleadas
alterd la producciéon hormonal (Figura 20). Se puede concluir que los parabenos no alteran la
esteroidogénesis en un cultivo primario de células murales luteinizadas, pues no modifican la
expresion génica de enzimas esteroidogénicas y produccién hormonal, por lo que no actuarian

como disruptores endocrinos a este nivel.

Metilparabeno Butilparabeno
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Figura 19. Efecto de metil-parabeno y butil-parabeno sobre la produccién de progesteronay E2. Las
células de la granulosa fueron expuestas durante 24 h a cada una de las concentraciones de interés y los
sobrenadantes fueron recolectados para su analisis. Los datos representan tres experimentos
independientes por triplicado. Cada punto representa la media £ S. E (n=3). Los datos se analizaron por
ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, * p<0.05.
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Figura 20. Efecto del BPA sobre la produccion de progesterona y E2 en células de la granulosa en cultivo.

Las células de la granulosa fueron expuestas 24 h a cada una de las concentraciones de interés y los
sobrenadantes fueron recolectados para su analisis. Los datos representan tres experimentos

independientes por triplicado. Cada punto representa la media + S. E (n=3). Los datos se analizaron por

ANOVA de una via seguida por un post test de Dunnet, * p<0.05.
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4. DISCUSION

En la actualidad existe preocupacion con respecto a la capacidad estrogénica que han mostrado
los parabenos y la cual ha sido descrita por varios autores en modelos in vivo e in vitro, sin
embargo, hay estudios que muestran el nulo efecto de los parabenos como disruptores
endocrinos lo que ha provocado controversia sobre el uso continuo de estas sustancias (Soni et
al., 2005). Este trabajo se enfoco a analizar el efecto de los parabenos sobre la esteroidogénesis
en cultivos primarios de células de la granulosa procedentes de mujeres sometidas a un
procedimiento de reproduccion asistida demostrando que es un modelo adecuado para el estudio
de efectos esteroidogénicos y que eventualmente puede ser empleado para evaluar los efectos

sobre la esteroidogénesis de diversos DE.

4.1 Cultivo primario de celulas de la granulosa humana

Para entender los efectos y mecanismos por los cuales los DE pueden alterar la esteroidogénesis
se requiere de células disponibles para la realizacion de estudios in vitro. En este trabajo
establecimos un cultivo primario de células murales a partir de células de la cimula, faciles de
manejar y de bajo costo. El cultivo celular se comporta como células murales luteinizadas que

fue determinado por el aumento en la produccion de P4.

El modelo de células murales luteinizadas humanas es un cultivo celular primario que tiene
caracteristicas y propiedades que lo hacen apto para llevar a cabo estudios para evaluar los
efectos de los DE (Hughes et al., 1990). Una de las principales funciones de estas células es la

produccion de hormonas, especialmente P4 (hormona primordial en el embarazo).

Estas células, in vivo, se ubican dentro del foliculo ovérico y se encuentran en contacto con el
liquido folicular; lo anterior hace posible evaluar el efecto in vitro que tendrian algunos
compuestos que ingresan al foliculo y se encuentran formando parte del liquido folicular,

entrando en contacto con las células murales (Figura 21).
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Figura 21. Presencia de DE en liquido folicular. La presencia de DE en liquido folicular puede favorecer la
interaccion de estos con células de la granulosa presentes en el foliculo ovarico y causar efectos sobre sus
funciones.

Las células de la granulosa pueden ser obtenidas de mujeres sometidas a técnicas de
reproduccion asistida, que no implica algun riesgo durante dicho proceso, pues las células son
eliminadas del ovocito como parte del protocolo y posteriormente son desechadas sin algun uso.
Debido a que las células recolectadas pueden provenir de varias pacientes, se puede llegar a
recolectar una cantidad suficiente para la realizacion de un cultivo primario para analizar

diversos efectos de los DE.

Hay varios puntos sobresalientes de este modelo celular. Este es el primer estudio que realiza
un cultivo primario de células de la granulosa humana a partir de células de la cimula para
evaluar el efecto de algunos DE. Practicamente todos los estudios disponibles que evaldan el
efecto de algunos DE emplean células murales obtenidas del liquido folicular aspirado. Las
células de la granulosa recolectadas del cumulo tienen una escasa contaminacion de sangre
proveniente de la puncidon folicular comparada con las células murales obtenidas a partir de
liquido folicular. Lo anterior representd una ventaja pues la presencia de otro tipo celular como
las células sanguineas en el cultivo puede generar cambios en las caracteristicas de las células
de interés (Chilvers, Bodenburg, Denner, & Urban, 2012). Al tener una escasa contaminacion

de sangre, las células de la cimula pueden ser lavadas con PBS para eliminar células sanguineas
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no adherentes. Las células murales obtenidas de liquido folicular presentan una alta
contaminacion de células sanguineas, granulocitos, leucocitos y células epiteliales que a menudo
estan presentes en el liquido folicular de las aspiraciones, por lo que es necesario emplear otros
procesos de purificacién que traen consigo un aumento en el costo y complejidad del método de
cultivo (Chilvers et al., 2012).

Se caracteriz6 parcialmente el cultivo primario de células de la granulosa empleando transcritos
caracteristicos de las células de la cimula y de las murales para identificar con que tipo celular
se estaba trabajando. Ademas, se evalud la funcionalidad del cultivo para producir hormonas y
determinar si este modelo seria el adecuado para evaluar los efectos de algunos DE. Los estudios
existentes (tabla 6) que utilizan un cultivo primario de células de la granulosa humana para
evaluar el efecto de algunos DE no realizan una caracterizacion previa, lo cual puede representar
una desventaja ya que las células en cultivo pueden perder algunas caracteristicas propias,

perdiendo asi su funcionalidad.

Tabla 6. Evaluacién de DE en cultivo primario de células de la granulosa

Compuesto Modelo Fuente de Tiempo | Caracteriz Referencias
celular obtencion de cultivo | acion del
cultivo
Mono (2- Células de la Liquido folicular 67 h Produccion (Reinsberg, Wegener-
etilhexil) granulosa de P4y E2 | Toper, van der Ven, van
ftalato luteinizadas der Ven, &
Klingmueller, 2009)
Dibutilftalato Células de la Liquido folicular 96 h S/ID
granulosa (Adir et al., 2017)
luteinizadas
Butilparabeno Células de la Liquido folicular 120 h S/ID
granulosa (Guerra et al., 2016)
luteinizadas
Bisfenol A Células de la Liquido folicular 96 h S/D
granulosa (Mansur et al., 2017)
luteinizadas
Metilparabeno | Células de la Células 48 h Produccidon
y granulosa obtenidas de la de P4, E2y Este trabajo
Butilparabeno luteinizadas de-comulacion expresion
del ovocito de mRNA
CYP11A1
y LHCGR

S/D-Sin datos
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Como se puede observar en la tabla anterior, la mayoria de los estudios que emplean este tipo
de células no realizan una caracterizacion en cuanto a funcionalidad y/o expresion génica que

asegure que en el tiempo de cultivo se conserven las caracteristicas propias de estas células.

En este trabajo, se mantuvieron las células en cultivo por un periodo de 48 H, observando que
durante este tiempo las células eran funcionales. Hay estudios que utilizan un tiempo mas
prolongado de cultivo de hasta por 96 h lo que puede implicar una pérdida de la funcionalidad

del cultivo primario.

En los resultados se observo que el cultivo presenta un proceso de diferenciacion aparente en
donde las células de la cimula se diferencian a células murales luteinizadas durante el periodo
de cultivo. Lo anterior representa una ventaja para futuros estudios puesto que la funcién de
cada subpoblacion de granulosa (cumula/mural luteinizada) puede ser evaluada con el
establecimiento de condiciones Optimas para mantener una subpoblacion en especifico.
Ademas, con el desarrollo de marcadores génicos y hormonales del cultivo primario en este
trabajo, pueden ser utilizados como blanco de algunos DE sobre el proceso de diferenciacion

aparente en estas células.

Empleamos un cultivo primario de células de la granulosa para evaluar el efecto de algunos DE
sobre la esteroidogénesis, Actualmente ya existen diversas lineas celulares de la granulosa bien
caracterizadas en cuanto a sus funciones. Sin embargo, a pesar de que las lineas celulares son
técnicamente mas faciles de trabajar comparadas con el cultivo primario, las lineas celulares
pueden adquirir diferentes patrones de expresion génica, perdiendo caracteristicas de los estados
celulares fisioldgicos, particularmente cuando son manipulados por una serie de métodos como

transfeccion con oncogenes o genes supresores de tumores (Havelock et al., 2004).

Una de las limitaciones de este modelo es el origen de las células. Aungue provienen de mujeres
sanas Y fértiles (donadoras y mujeres que reciben tratamiento por infertilidad masculina), estas
mujeres han estado expuestas a parabenos durante la mayor parte de su vida e incluso a DES

mas potentes, por lo que consideramos que esta caracteristica puede ser critica.

60



FElona do Ja Gruz Horrera 'C«yco, Tesis doctore)

4.2 Caracterizacion del cultivo primario de células de la granulosa

Se evalud la expresion de genes caracteristicos de células de la cimula (PTGS2 y HAS2) y
células murales (LCGR y CYP11A1) asi como la produccion hormonal de E2 y P4. Observamos
que las células de la granulosa a las 24 h de cultivo no expresan los genes de células de la cimula
y expresan genes de células murales, ademas, la produccion de P4 aumenta con respecto al
tiempo de cultivo y la produccion de E2 se mantiene estable. Estudios previos han mostrado que
el ovocito es fundamental para mantener el fenotipo de ambas subpoblaciones de células de la
granulosa al secretar factores de crecimiento como GDF9 y BMP15 que inciden de manera
directa sobre las células que rodean al ovocito manteniendo asi las caracteristicas de esta
poblacion, sin embargo, al estar mas lejos las células que se encuentran en la pared del foliculo
del ovocito, los factores inciden en menor cantidad manteniendo asi sus caracteristicas de
células murales, y por lo tanto, aumentado la produccidn de hormonas esteroideas caracteristicas
de esta poblacidon de células (Diaz et al., 2006; Diaz et al., 2007).

El medio de cultivo empleado en este trabajo fue suplementado con SFB (1%). EI SFB
proporciona un amplio espectro de macromoléculas, proteinas transportadoras de sustancias
lipoides y oligoelementos, nutrientes de bajo peso molecular, hormonas y factores de
crecimiento (Valk et al., 2018). Estos dos Gltimos componentes del SFB pueden ser causantes
de la diferenciacion de las células de la cimula a células luteinizadas, aunado a la pérdida de la
influencia de los factores secretados por el ovocito durante el proceso de decumulacion (Figura
22) causando la activacion de transcritos como CYP11A1 enzima que se encarga de realizar la
escision de la cadena lateral del colesterol y generar la pregnenolona, paso limitante para la
produccién de P4 (Havelock, Rainey, & Carr, 2004).

Se ha observado que la expresion de la aromatasa, enzima clave en la biosintesis de E2,
disminuye en el progreso de la luteinizacion después de una induccion con LH o Gonadotropina
Corionica Humana (hCG) (Stocco, Telleria, & Gibori, 2007). Interesantemente en este trabajo,
observamos que la produccién de E2 se mantuvo constante durante todo el tiempo en cultivo.

Lo anterior es un hallazgo que debe ser estudiado en futuros trabajos.
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Figura 22. Diferenciacion de las células de la cimula a células murales. A) Los factores secretados por el
ovocito (GDF9/BMP15) inciden sobre las células de la cimula manteniendo asi su fenotipo y suprimen el
fenotipo mural, sin embargo, las células ubicadas en la periferia, al estar més alejadas del ovocito y a los
factores secretados por éste, se diferencian a mural. B) Separacion mecanica de las células de la ciimula del
ovocito interrumpe la sefializacion ejercida por los factores de crecimiento (GDF9/BMP15), causando la
luteinizacion.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que las células de la cumula cultivadas se
diferencian conforme transcurre el tiempo de cultivo a células murales luteinizadas, lo que lo
hace un modelo adecuado para analizar la produccién hormonal de P4 principal hormona
producida en células luteinizadas y la expresion de enzimas que participan en ella. Es necesario
considerar en futuros estudios modelos de cultivos de células de la granulosa que permitan

evaluar la produccion hormonal en la etapa ovulatoria y folicular.

4.3 Funcionalidad del cultivo primario de células de la granulosa humana
como un modelo in vitro para analizar el efecto de disruptores endocrinos con
caracter estrogénico

Se evalug la capacidad del cultivo para responder ante un DE. Como control positivo, se decidio
utilizar DES, un estrdgeno sintético no esteroideo que presenta actividad estrogénica alta al

unirse al RE y se usa como compuesto prototipo para comparar la potencial capacidad
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estrogenica de otros compuestos (Warita et al., 2010). Se ha demostrado la inhibicién de la
sintesis de P4 en el ovario inmaduro de rata tratada con DES (Imamuchi, 2017) por medio de la
disminucion del mRNA de CYP11A1, mientras que la transcripcion de HSD3B permanece
constante. En ovarios de ratas inmaduras expuestas a 2 mg de DES cada 24 h se inhibio el
potencial proliferativo de foliculos de diferentes tamafios. También se ha observado que el DES
altera la actividad de la aromatasa en los foliculos y disminuye la produccion de P4 y E2 en los

mismos (Chakravorty, 1991).

El DES pueden desencadenar diferentes efectos dependiendo de ER que active (Pennie, 1998);
mientras que ERP es el receptor principal en todo el ovario y las células testiculares de Leidyg
(se ha observado una regulacion negativa de la expresion de CYP11A1) (Imamichi, 2017;
Warita, 2010), las células de la granulosa expresan principalmente el ERa. (Cui, 2013).

En este estudio se observo que el tratamiento con DES disminuyo la produccion de P4 y la
expresion de la enzima HSD3B1 (enzima limitante para la sintesis de P4) de manera
significativa. Otro estudio mostro que el E2 es capaz de disminuir la produccién de P4 en células
de la granulosa y teca en cultivo (Fortune & Hansel, 1979), lo anterior justifica el efecto
observado del DES, compuesto estrogénico, sobre la produccion de P4 (Fortune & Hansel,
1979).

Adicionalmente, se evalu6 el efecto que tuvo el DES sobre la produccion de E2 y la expresion
de enzimas que participan en su sintesis (CYP19A1 y HSD17B1), cuya expresion disminuyo de
manera estadisticamente significativa. Sin embargo, la produccién de E2 no se vio afectada.
Estudios realizados con Mono (2-etilhexil) ftalato sobre la produccion esteroidea en células de
la granulosa humana muestran que la actividad de las enzimas no se vio afectada pero si la
expresion de dichas enzimas (Reinsberg et al., 2009), sugiriendo que los efectos de DES sobre
la expresion de las enzimas que participan en la sintesis de E2 no se reflejan a nivel de su
proteina, por lo que no se afecta la produccion de E2. Aunque uno pensaria que la cantidad de
una proteina disminuye cuando se reduce la transcripcion de su gen codificador, existen otros
mecanismos que regulan la abundancia de la proteina. Por ejemplo, la vida media de la proteina
podria aumentar debido a una tasa reducida de degradacion. La estabilidad de la proteina puede

incrementarse debido a modificaciones postraduccionales como la fosforilacion, acetilacion,
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glicosilacion, etc. La proteina puede ser una proteina de larga vida que se acumula con el tiempo

mientras que la renovacion del ARNm es rapida (Coller et al., 2018).

Otro compuesto utilizado para evaluar la funcionalidad del cultivo fue el BPA, monémero que
fue desarrollado inicialmente como un estrogeno sintético y subsecuentemente éste fue utilizado
como un polimero formando parte de muchos plasticos. Nuestro cultivo respondié a la
exposicion con BPA, causando la alterando de la produccion hormonal y la expresion de
enzimas esteroidogénicas tras el tratamiento (Abdallah Mansur, 2016).

Se concluye que el cultivo desarrollado es sensible a un compuesto estrogénico a través de la
alteracion en la produccion de P4. Ademas, este cultivo primario de células murales luteinizadas
es un buen modelo para evaluar el efecto de compuestos con actividad estrogénica a partir de la

evaluacion de la produccién de P4 que puede constituir un blanco para un DE.

4.4 Efecto de los parabenos y BPA sobre la esteroidogénesis en células de la
granulosa humana

Evaluamos el efecto de dos parabenos sobre la esteroidogénesis (metil-parabeno y butil-
parabeno), los cuales son los mas usados en la industria y representan un parabeno con baja y
alta capacidad estrogénica, respectivamente. Ademas, se evalud el efecto del BPA como un
compuesto comparativo, puesto que este compuesto es reconocido por su efecto en la
esteroidogeénesis in vivo e in vitro. Empleamos concentraciones que han sido cuantificadas en
mujeres expuestas en diferentes fluidos bioldgicos (suero, sangre de menstruacion y liquido

folicular (este Gltimo Unicamente para BPA).

En este estudio observamos que una exposicién aguda de 24 h a metil-parabeno o butil-parabeno
no alteré la produccién hormonal ni la expresion de los genes que codifican para enzimas
esteroidogénicas. Nuestros resultados concuerdan con un estudio previo en el cual emplearon
células de la granulosa humana obtenidas de pacientes sometidas a técnicas de Fertilizacion in
vitro (FIV), en donde se evalu¢ el efecto de butil-parabeno sobre la biosintesis de P4 a diferentes
tiempos de exposicion (24, 48, 72 y 96 h) empleando concentraciones de 10-10,000 nM

observado que a las concentraciones y tiempos ensayados no se observaron disminuciones
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significativas en la biosintesis de P4 (Guerra et al., 2016). En nuestro estudio se emplearon

concentraciones menores (2-1,000 nM) y un tiempo de exposicion de 24 h sin observar efecto.

Asi mismo, los ensayos a las concentraciones empleadas de BPA tampoco provocaron efecto
alguno en la esteroidogénesis. En un estudio previo en un modelo de células murales
luteinizadas obtenidas del liquido folicular de pacientes sometidas a procedimientos de FIV se
observé que el BPA disminuy6 de manera significativa la biosintesis de E2 y P4 el cual fue
confirmado por una reduccion significativa del mMRNA de tres genes que codifican a las enzimas
esteroidogénicas CYP11A1l, 35-HSD y CYP19A1 (Abdallah Mansur, 2016).

Aunque el efecto anterior fue observado a concentraciones por encima de las detectadas en
fluidos biol6gicos en humanos (1000 y 10,000 ng/ml)en un tratamiento de 48 h (Abdallah
Mansur, 2016), sin embargo, dichos efectos probablemente no ocurran en las mujeres expuestas
pues las concentraciones cuantificadas en fluidos bioldgicos son mucho menores. En nuestro
estudio utilizamos concentraciones de 0.3 a 230 ng/ml las cuales son notablemente menores a
las empleadas en el estudio de Abdallah Manzur et al., 2016 y una exposicion de 24 h,
parametros de exposicion mucho mas acordes a la realidad pues empleamos concentraciones
detectadas en diversos fluidos bioldgicos como suero sanguineo y sangre de menstruacion. Sin

embargo, hay que reconocer que bajo condiciones extremas el BPA podria alterar estos genes.

Experimentos en animales han demostrado que los parabenos tienen actividad estrogénica debil;
el efecto del butilparabeno mostrd ser 100,000 veces mas débil que el E2 y un efecto similar al
E2 se observé una dosis aproximadamente 25,000 veces mas alta que el nivel tipicamente
utilizado para preservar productos (Nowak 2018).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio no muestran efecto de los parabenos sobre la
esteroidogénesis a pesar de que en modelos in vivo se hayan observado. Aunque se supone que
las vias que conducen a la produccién de hormonas ovéricas en roedores y humanos son
similares, no podemos excluir que estos resultados discrepantes se deban a diferencias entre
especies. Ademas, el efecto de un xenobiotico con actividad hormonal puede verse influenciado
por la absorcidn, distribucion y eliminacion de un sistema bioldgico completo (in vivo), lo que
resulta dificil extrapolar con resultados in vitro. Por otro lado, hay que tener en cuenta que las

concentraciones empleadas en los trabajos pioneros en donde se observaron efectos
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significativos de estos compuestos fueron realizados a dosis que superan las encontradas en
fluidos bioldgicos (Soni et al., 2005).

Se ha observado que los parabenos inhiben la actividad de las sulfotransferasas (SULTS). Las
SULTSs catalizan la reaccion de sulfonacion de estrégeno para su metabolismo. Asi, los
parabenos indirectamente elevan los niveles de estrogenos, que resulta en una elevacion de los
efectos estrogénicos. Por lo anterior, es necesario realizar mas estudios in vivo para poder

determinar otras vias de accion de los parabenos en un sistema completo.

Otros estudios han mostrado que los parabenos influyen en varios tipos de células cancerosas
tales como la MCF-10 y la MCF-7 incrementando su crecimiento y proliferacion que puede
estar relacionado por una excesiva activacion del RE que lleva al incremento de la expresion
de genes responsables para la sintesis de factores de crecimiento tales como Factor de
Crecimiento tipo Insulinico (IGF1) y el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), estas
sustancias estimulan el crecimiento de células cancerigenas (Khanna and Darbre 2013). Es
probable que el efecto sea méas notable en células con una alta expresion de RE como las que se

mencionan, a diferencia de las células de la granulosa.

En otros estudios también han mostrado que metil, butil y propil parabeno (10 uM) forman un
complejo con el receptor nuclear y causa una disminucion del 40% en la actividad
transcripcional inducida por testosterona, uno de los factores involucrados en la
espermatogénesis. Otros estudios han mostrado que el propilparabeno disminuye los niveles de
testosterona en suero de ratas macho disminuyendo asi la cantidad y calidad de los
espermatozoides. Lo anterior muestra la necesidad de realizar mas estudios, no solo sobre los
efectos en el sistema reproductor femenino sino también en el sistema reproductor masculino
(Oishi 2001).

En este estudio usamos células de la granulosa de mujeres que de una u otra forma han estado
expuestas a parabenos y BPA lo cual pudo generar efectos en las células de la granulosa y que
puede variar de una mujer a otra, por lo que se realizaron mezclas de células de la granulosa de
varias pacientes y donantes en cada cultivo realizado para eliminar la variabilidad entre las
muestras de diferentes. Sin embargo, es conveniente realizar estudios futuros para determinar

los niveles de parabenos en muestras de liquido folicular.
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Una limitante de nuestro estudio fue que realizamos una exposicion aguda (24 h) a parabenos y
BPA en nuestro cultivo de células murales luteinizadas, que puede diferir de la exposicion in
vivo en humanos puesto que los parabenos son compuestos que estan presentes practicamente
en todos los productos de belleza, cuidado personal y alimentos que son usados diariamente por
largos periodos de tiempos. Lo anterior nos lleva a sugerir la necesidad de evaluar el efecto de
estos compuestos sobre la esteroidogénesis tras una exposicion cronica, ya que en humanos el

efecto puede deberse a una exposicidn crénica, inclusive a bajas concentraciones.

Otro aspecto importante es que en el presente estudio sélo realizamos exposiciones individuales
a cada parabeno o BPA. Sin embargo, la exposicion humana a DE es usualmente una exposicién
a una mezcla, por lo que es necesario realizar estudios con exposiciones, de los principales DE
a los que los seres humanos estamos expuestos, en “coctel”. Lo anterior pudiera dar algin efecto
gue no es observado cuando so6lo se realizan exposiciones individuales. Finalmente podemos
concluir que metil-parabeno, butil-parabeno y BPA, no ejercen un efecto sobre la
esteroidogeénesis a dosis detectadas en fluidos bioldgicos, en un periodo de exposicion de 24 h

en un cultivo primario de células murales luteinizadas.

Hasta el momento podemos decir que a concentraciones encontradas en fluidos bioldgicos y
empleando nuestro esquema de tratamiento en el sistema in vitro reportado aqui: MPB, BPB y
BPA no afectan la produccién de E2 o P4 ni la expresion de estas enzimas que participan en

este proceso.

Es necesario realizar mas estudios para determinar si son otras vias de sefializacion las que se
pueden ver alteradas por los parabenos y que causen una alteracion endocrina, ya que la
exposicion a estos compuestos es practicamente inevitable puesto que se usan como
conservantes en muchos productos de belleza e higiene. En México, alrededor de 100 millones
de habitantes (79.2% de la poblacion total) han usado, al menos, un producto que los contiene
y lo hacen durante toda su vida (Canipec, 2017), alcanzando las mujeres el mayor consumo de
estos productos en la edad reproductiva, que es cuando podrian ser mas susceptibles a los efectos

estrogénicos (Chan et al., 2015).
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5. CONCLUSIONES

1. Establecimos las condiciones de transporte y de cultivo de células de la granulosa

humana que corresponde a un cultivo primario de células de la granulosa luteinizadas.
Este cultivo primario de células de la granulosa murales luteinizadas permite detectar y
analizar los efectos de disruptores enddcrinos de caracter esteroidogénico como el DES,
midiendo la alteracion a nivel de la expresion génica de enzimas que participan en la
sintesis de P4 y la alteracion en la produccion hormonal.

Los parabenos no parecen alterar la esteroidogénesis en el cultivo de células de la
granulosa murales luteinizadas a las concentraciones encontradas en diferentes fluidos

de mujeres expuestas.

6. PERSPECTIVAS

Llevar a cabo estudios adicionales para determinar que otras vias de sefializacién
pudieran alterarse por los parabenos causando una alteracion endocrina, ya que la

exposicion a estos compuestos es practicamente inevitable.

Determinar el efecto de los tratamientos en “coctel” de estos compuestos pues

normalmente la exposicion a PB es en mezcla (otros PB y otros compuestos).

Determinar los niveles de diferentes parabenos en muestras de liquido folicular en una
poblacion expuesta y estudiar la asociacion entre su presencia y las alteraciones en la

fertilidad, especialmente aquellas relacionadas con la falla ovarica.
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Abstract

In cosmetics and food products, parabens are widely used as antimicrobial agents.
Reports have suggested that parabens may be linked to infertility, owing to their effects on
basal steroidogenesis properties or their capacity to inflict mitochondrial damage. Despite
growing concerns about parabens as endocrine disruptors, it is unclear whether they affect
any of these actions in humans, particularly at environmentally relevant concentrations. In
this work, an in vitro primary culture of human granulosa cells was used to evaluate
steroidogenesis, based on the assessment of progesterone production and regulation of
critical steroidogenic genes: CYP11A1, HSD3B1, CYP19A1, and HSD17B1. The effeets of
two commercially relevant parabens, methylparaben (MPB) and butylparaben (BPB), were
screened. Cells were exposed to multiple concentrations ranging from, relatively low
(typical environmental exposure) to relatively high. The effect was assessed by the
parabens’ ability to modify steroidogenic genes, progesterone or‘estradiol production, and
on mitochondrial health, by evaluating mitochondrial activity, as well as mtDNA content.
Neither MPB nor BPB showed any effect over progesteronesproduction or the expression
of genes controlling steroid production. Only BPB affected the mitochondria, decreasing
mtDNA content at supraphysiological concentrations(1000 nM). Prolonged exposure to
these compounds produced no effects in“neither of these parameters. In conclusion,
neither MPB nor BPB significantly affected basal steroidogenesis in granulosa cells.
Although evidence supporting paraben toxicity is prevalent, here we put forth evidence that

suggests that parabens do not affect’'basal steroidogenesis in human granulosa cells.

Keywaords: methylparaben, butylparaben, bisphenol A, granulosa cells, mitochondrial DNA



Introduction

Parabens, a group of molecules containing esters of parahydroxybenzoic acid, are
commonly used in the cosmetic and food industries due to their ability to act as
antimicrobial agents. They present several advantages over the use of other
antimicrobials; they are odorless, colorless, and stable across multiple pHs and
temperature ranges (Cashman and Warshaw, 2005). Even though the Food and Drug
Administration has determined them safe for human usage, in the last two decades, a
conflicting picture over the safety of paraben usage has emerged. Multiple reports support
the notion that parabens can act as endocrine disruptors, with some authors,going so far
as to say that increased exposure in humans is associated with higher infertility rates
(Boberg et al., 2010; Darbre and Harvey, 2008; Song et al., 1991; Wang etial., 2009). On
the other hand, multiple reports have also emerged supporting thesnotion.that these effects
are either non-existent, barely significant, or only happen at doses much higher than those
to which humans are exposed (Hossaini et al., 2000; Shaw and deCatanzaro, 2009; Soni
et al., 2005). Therefore, controversy remains about whether parabens are toxic.

The apparent toxicity of parabens has_.been_described at two levels: estrogenic
activity and mitochondrial toxicity. Parabens have ‘been proposed to act as estrogens by
binding to the uterine estrogen receptor (ER), as demonstrated in a mouse model
(Routledge et al., 1998). Moreover, sparabens are shown to promote ER-dependent
transcriptional activity in yeast andsMCE-7 cells (Okubo et al., 2001; Routledge et al.,
1998), with a side-chain length dependency. Methylparaben (MPB) is the least potent
disruptor, while butylparaben (BPB) is the most potent “estrogen,” 5-fold lower than that of
17a-estradiol (Routledge, etyal., 1998). In vivo, parabens are associated with weak
estrogenic activity (6-fold lower than 173-estradiol) in the vitellogenin assay in fish (10
mg/kg) and in uteratrophic assays in rodents (400-600 mg/kg) (Alslev et al., 2005; Hossaini
et al., 2000; Routledge et al., 1998). According to the National Toxicology Program review
for BPB, the overall mean applied exposure for women is about 0.12 mg/kg (Masten,
2005), which is 80- to 5000-fold less than doses used in the in vivo models.

It has been posited that parabens affect the mitochondria, a possibility that has not
been widely explored. Previous studies have identified defective mitochondrial function
due to paraben exposure (Nakagawa and Moldeus, 1998; Nakagawa and Moore, 1999;
Tavares et al.,, 2009). Moreover, parabens exert their antimicrobial effect by disrupting
bacterial membrane respiration. Therefore, it is speculated that in eukaryotic cells, paraben

exposure could lead to mitochondrial disruption. In support of this hypothesis, in



hepatocytes, parabens induced significant mitochondrial-based cytotoxicity at elevated
concentrations (0.5-20 mM), with MPB being the least toxic and BPB being the most toxic,
which also indicates a side-chain length dependence (Nakagawa and Moldeus, 1998).
Even though the paraben concentration exceeded the concentrations routinely found in
exposed women, a recent study by Szelag and colleagues (Szelag et al., 2016) showed a
reduction in mitochondrial membrane potential in the human hepatic HepG2 cell line, a
decrease in ATP concentration, and an increase in DNA damage leading to apoptosis,
induced by propylparaben exposure at 22.2 nM, a concentration much closerste those
found in humans. However, the potential effects of paraben exposure on the mitochondria
at concentrations found in exposed women have yet to be investigated.

As more research on paraben toxicity emerges, the question remains whether or
not these compounds are toxic, and in what tissues would these actions be affected. In this
work, we decided to address this issue by evaluating the toxic capacity of parabens in a
model relevant to the female reproductive system: cultured,granulosa cells. This model
proved useful in testing the toxicity inflicted by mitochendrial DNA damaging agents, as
well as by molecules with estrogenic effects—two of the, proposed mechanisms utilized by
parabens. Here, using our model, we examined.sthe steroidogenic properties and
mitochondrial toxicity of two commonly used ‘parabens, MPB, and BPB, with respect to

female infertility at low-environmentally relevant concentrations.

Materials and Methods

Chemicals

Butylparaben (cat# 54680), methylparaben (cat# H6654), bisphenol A (BPA, cat# 54680),
dimethyl sulfoxide (DMSO,scat# D4540), and Trypan Blue (cat# T8154) were purchased
from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Diethylstilbestrol (DES, cat# 500394) was
purchased from Merck (Mexico City, Mexico).

Controlled Ovarian Stimulation and Oocyte Retrieval

This study was approved by the Ethics Committee of the Ingenes Institute. Written
informed consent was obtained from all patients, conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki. Granulosa cells were collected from patients from the Ingenes
Institute in Mexico City, Mexico. All patients were between 29 and 35 years old and
subjected to controlled ovarian stimulation for 10 days. The controlled ovarian stimulation

protocol consisted of administering a daily dose of Gonadotrophin-releasing hormone



agonists and antagonists [0.25 mg/day Cetrotide (Merck, Darmstadt, Germany) or 0.25
mg/day Ganirelix acetate (Orgalutran MSD, Kenilworth, NJ, USA)] in the luteal phase after
menses. Gonadotropins were administered at variable doses with a minimal daily dose of
300 IU, adjusted for the patient’s age, ovarian responsiveness, serum estradiol (E,) levels,
and vaginal ultrasound measurements of follicular diameters, which were obtained every 2
or 3 days. Stimulation was prolonged until the mean diameter of the leading follicles was
>18 mm. Recombinant human Chorionic Gonadotropin (Choragon 1000 IU, Laboratorio
Ferring, Saint-Prex, Switzerland) was administered, and oocyte retrieval was conducted 36
h later with ultrasound guidance. Follicles of 14-18 mm were aspirated (typically 6 t0.18),
and 6 to 22 oocytes were obtained with an average of 17.5 + 3.5 oocytes pef,woman.

Primary culture of granulosa cells and treatments

After oocyte isolation, cumulus cells were separated from thewoocyte by mechanical
separation. Cumulus cells from different patients were pooled, together to decrease
variability among women. The cells were washed two times with phosphate-buffered saline
(PBS) and then digested with 150 pl of hyaluronidase (1 mg/ml; Sigma-Aldrich St. Louis,
MO, USA) for 3 min. Afterward, the cells were washedwith PBS and centrifuged at 3200
rpm for 5 min. The pellet was suspended in,a*50/50 mix of DMEM/F12 medium (Gibco,
Grand Island, USA) supplemented with,10% Fetal Bovine Serum (FBS, GE Healthcare,
Mexico City, Mexico) and 1% penicillin/streptomycin. Cells were counted using a
hemocytometer; cell viability was'determined using Trypan Blue before seeding. The cells
were plated in 24-well plates«(600,000 cells/well) and maintained in culture at 37°C in a 5%
CO, humidified atmosphere. Cells were photographed with a Nikon Eclipse TS100-F
microscope with an MA88-500 Premiere® camera and analyzed with the TSView 7
software.

After 21 hy the media was replaced with fresh media containing 1% FBS to
suppress, cellular activity and 1% penicillin/streptomycin. At 24 h, the media was
supplemented with 1 uM of testosterone (Sigma-Aldrich, St. Louis. MO, US), as the
substrate for E, production, and either MPB (6, 300, 657, 1000 nM), BPB (2, 5.1, 20, 1000
nM), BPA (1.4, 8.7, 500, 1000 nM, 4.3 uM and 43 uM), DES (5000 nM), or DMSO (used as
vehicle). The concentrations of these compounds were chosen based on levels measured
in follicular fluid, serum, plasma, and urine (see Table 1). Fresh working solutions of all
compounds were prepared for each experiment, and treatment times are indicated in each

figure legend.



For the continued exposure to parabens, primary cultures of human cumulus
granulosa cells were plated and treated immediately with MPB, BPB, BPA (657, 20, and
500 nM, respectively) or DMSO. Culture media was collected for measuring progesterone,
and the cells were harvested at different time points (24, 48, 72, and 96 h of culture).
Progesterone-related genes (CYP11Al and HSD3B1) were assessed, and mitochondrial
DNA (mtDNA) content was quantified.

Measurement of hormone levels

E, and progesterone concentrations (pg/ml or ng/ml) from the culture medium (100;000
cells) were measured using the VIDAS assay according to the manufacturer®s instructions,
using an immunoenzymatic competition assay with an automated immuneassay system
(bioMérieux Marcy-I'Etoile, France) or the MAGLUMI PRG system(CLIA) in a Snibe
Diagnostic MAGLUMI 800 apparatus.

RNA isolation and real-time PCR

Total RNA was isolated from confluent granulosa cell cultures (treated and non-treated)
and extracted using the Tri-Reagent Sigma-Aldrich=and Direct-zol RNA MiniPrep Kit
(ZymoResearch, Irvine, CA, USA). Every treatment condition was analyzed in duplicate.
Samples were subjected to one-step RT and quantitative PCR (QPCR) using the Step one
Plus Real-time PCR system (Applied. Biosystems). qPCR was performed in a 10 pl
reaction volume using KAPA SYBR/FAST One-Step RT-qPCR system (KAPA Biosystems,
Woburn, MA, USA). The reaction,mixture consisted of 5 ul 2X KAPA SYBR® FAST RT-
gPCR Master Mix (Woburn,"MA, USA), 0.2 ul ROX, 0.2 ul dUTP (10 mM), 0.2 ul forward
and reverse primers, (20 uM), 0.2 ul KAPA RT, 5 ng of RNA sample, and nuclease-free
water. The gPCR, profile consisted of initial cDNA synthesis by M-MuLV Reverse
Transcriptase ‘at 42 °C for 5 min, and activation of the polymerase at 95 °C for 5 min,
followed by 40 eycles of 95 °C for 3 sec, 60 °C for 30 sec. A melt curve stage was added.
To quantify.the expression of mMRNA levels, we used oligonucleotide pairs designed by our
laboratory (sequences are available upon request). For verification purposes, all the PCR
products were resolved through capillary electrophoresis using the Analyzer Labchip GX
(Caliper, Perkin Elmer, Alameda, CA, USA). Products showed a single band
corresponding to the predicted base-pair length. The relative abundance of the target
MRNA is expressed as sample versus control, normalized to HPRT expression levels, and

calculated as 2724°T,



Measuring mitochondrial activity by MTT assay

Mitochondrial activity was measured by the MTT assay. This method involved the
reduction of the tetrazolium salt (3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyltetrazolium
bromide; Sigma-Aldrich) by viable cells to purple formazan and was performed according
to Mosmann (Mosmann, 1983). After MPB, BPB, BPA, DES, or DMSO treatment, the
culture media was replaced with new media containing MTT (5 ng/ml). Following a 2 h
incubation period, the media was then replaced with DMSO in order to solubilize the
formazan. The absorbance was measured at 630 nm with a microplate reader (Tecan
infinite M200 Austria GmbH, Austria). Samples were normalized to protein concentration
measured at 280 nm with a NanoDrop 2000 UV-Vis spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, US).

mtDNA analysis

DNA was extracted from cell cultures with the All-In-One Mini-Preps Kit (Bio Basic Canada
Inc.) according to the manufacturer’'s instructions. mtDNA quantitative analysis of
granulosa cells was performed using the_one-step, JPCR and SYBR-Green (2X KAPA
SYBR® FAST gPCR Universal Master Mix; Woburn, MA, USA). A portion of the
mitochondrial D-loop and Interleukin 61L6) nuclear gene was amplified in order to perform
a correlation between the amountsyoftmtDNA concerning the number of cells in each
culture. Primers were designed for the Homo sapiens mitochondrial D-loop segment
(sequences are available_ upon, request). For each gPCR assay, a negative control (no
template sample) andsasquantitative control (two different concentrations of DNA for a
single sample) wererincluded. The identities of the amplicons were confirmed by direct
cloning (ClonedET, PCR Cloning Kit from Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania) and
automated sequencing (BigDye direct sequencing kit from Thermo Scientific).

Total’ DNA was extracted from granulosa cell cultures using the All-In-One
DNA/RNA Miniprep Kit from Bio Basic (Ontario, Canada). The conditions for amplification
were as follows: 95°C for 5 min, followed by 40 cycles at 95°C for 3 sec and 62°C for 30
sec. A melting curve analysis was performed. To compare mtDNA quantities between
samples, the AAC; method was used to compare results from experimental samples with
both a calibrator (untreated control) and a normalizer housekeeping gene. The fold

-AACH
2

difference ( ) was calculated for each sample. For this normalization, the untreated



controls display a value of 1, whereas values higher or lower than 1 represent those

experimental samples that contain higher or lower quantities of mtDNA, respectively.

Immunostaining

Granulosa cells were grown on poly-lysine-coated wells Lab-Tek Chamber Slide (Thermo
Fisher Scientific), in the same culture conditions as described above for 48 h. Cells were
fixed in cold 4% paraformaldehyde for 10 minutes and washed once with 1X PBS. After
washing, cells were treated for 10 minutes with a blocking and permeability buffer (IF-
buffer: 1X PBS, 0.1% Triton X-100, 0.02% SDS, 10mg/ml BSA). Affinity-purified rabbit anti-
CYP11A1l antibody (Novus Biologicals, USA) was diluted (1:25), and affinity-purified
mouse anti-LHCGR antibody (Novus Biologicals, USA) was diluted” (1:50) in IF-buffer.
Specimens were incubated at 4°C overnight with the primary antibodies in a humidified
chamber. The detection of the primary antibody was done™after.4 h incubation in a
humidified chamber with anti-rabbit or anti-mouse (1:75) conjugated with fluorescein
isothiocyanate (FITC). Control of immunolabeling was performed with the same staining
procedure but without the primary antibadies. After incubation, 4',6'-diamino-2-
phenylindole (DAPI) was used for nuclei counterstaining and Fluoroshield (Sigma) as a
mounting medium. The fluorescence was examined using a confocal microscope (Leica
TCS SP8) and an oil 63X objective with and without zoom (2x) and the LAS AF software

(Leica) for image capture and analysis.

Statistical analysis

Data are presented as a‘mean,+ standard error (S.E.). Differences between groups were
determined by one-way. or two-way ANOVA with a post hoc Dunn’s or Bonferroni’s test. P-
values <0.05 ((two-tailed) were considered statistically significant. All statistical analyses
were calculated with the Sigma Plot 12 Software v.12 (Systat Software Inc., San Jose, CA,
USA).



Results

Cultured human granulosa cells exhibit a mural-like phenotype

Cumulus cells were isolated and pooled from healthy women undergoing in vitro
fertilization for male factor infertility. As shown in Figure 1A, 18 h after plating, their cellular
morphology was rounded; however, after 48 h, the cellular morphology was more typical of
mural granulosa cells (Bruckova et al., 2008). A feature reported for mural granulosa cells
is the production and accumulation of progesterone in the culture media (Bruckova et al.,
2008); therefore, the culture media was also collected and analyzed by immunofluorescent
assay. Progesterone levels increased by 80% within 24 h and 150% by 48 h «(Figure<1B,
p<0.05). On the other hand, estrogen remained statistically unperturbed. Initially, the
pooled sample presented the typical cumulus cell markers: PTGS2 and HAS2. The
prolonged culture was associated with increased expression of LHCGR and CYP11A1l
(mural granulosa markers) and decreased expression of PTGS2-and HAS2 (Figure 1C).
By 18 h, both an increase in mural cell phenotype markers and a decrease in cumulus cell
phenotype markers were apparent. After 48 h, cells were expressing on average, 24-fold
more CYP11A1 as well as 16-fold more LHCGR. Conversely, by 48 h of culture, HAS2
expression decreased to half, while PTGS2 “expression was almost undetectable.
Additionally, staining the cell culture withhanti-CYP11A1l and anti-LHCGR antibodies
indicated that all cells exhibit the mural' phenotype, as 96.2% and 92.3% of the cells were
positive at 48h, respectively (Figure 2)..Overall, these characteristics are all consistent with

a culture of luteinized mural granulosa cells.

The effect of BPA and DES on-basal steroidogenesis activity of cultured granulosa cells

Endocrine disruptars exert'their activity on hormone production by regulating the enzymes
involved at the"genesexpression level. In order to test our system, we decided to evaluate
the effect'BPA and DES had on progesterone and E, production under conditions in which
estrogenicactivity should be maodified. After 24 h of cell culture, followed by 24 h of either
BPA or DES treatment, cells were harvested, and hormone production was measured. As
expected, DES (5 uM) induced a 50% decrease in progesterone production, as compared
to control. BPA applied at 4.3, and 43 uM [previously reported (Mansur et al., 2016)] also
induced a significant decrease in progesterone production. E,production was unaffected
by all compounds (Figure 3A).

The expression of two genes involved in progesterone production, CYP11A1l and
HSD3B1, and two genes involved in E, production, CYP19A1, and HSD17B1, were



examined. When BPA was applied at 4.3 and 43 uM, there was a significant down-
regulation of CYP11A1l and HSD3B1; however, CYP19A1l only significantly decreased
when 43 uM was used (p<0.05). Exposure to DES was also associated with over 50%
decrease in HBD3B1 gene expression, CYP11Al remained unaltered, and 40-50%
reduction in CYP19A1 and HSD17B1 gene expression (p<0.05, Figure 3, panels B and C).

The steroidogenic activity of parabens in cultured granulosa cells

Parabens have been proposed to act like estrogens. We decided to evaluate.the\effect
over the basal steroidogenesis of these compounds in cultured granulosa cells using
concentrations found in environmentally exposed women. After 24 h of cell“culture,
followed by 24 h of paraben treatment, cells were harvested| andy measured for
progesterone and E, production, as well as the expression of key steroidogenic enzymes.
MPB and BPB exposure did not decrease progesterone production, even at the highest
concentration tested (Figure 4). BPA, up to the highest/reported concentrations found in
exposed women, did not induce any changes in progesterone production. E, production
was unaffected by all compounds. Moreover, there were no significant increases or
decreases in CYP11A1, HSD3B1, CYP19A%l»and HSD17B1 when the cells were treated
with MPB, BPB, or BPA (Figure 5).

The effect of parabens on basal steroidogenesis and mtDNA content in cultured granulosa
cells after 96h of exposure

Parabens have been shown to induce mitochondrial toxicity; however, this has never been
explored at the level of mtDNA,content. mtDNA content was evaluated using a PCR-based
assay. MPB showed no effect on mtDNA content, while BPB at a concentration of 20 nM
and 1000 nM/caused a 24% and 37% decrease of mtDNA, respectively (p<0.05, Figure
6A). As expected; BPA caused a 40% decrease of mtDNA at 8.7 nM to 43 uM (Figure 6A
and 6C). DES did show a clear effect on mtDNA content. After 24 h of treatment, none of
the compounds tested (MPB, BPB, BPA, and DES) showed a significant effect on

mitochondrial activity, as measured by the MTT assay (Figure 6B).



Continue exposure with parabens: quantitative expression analysis of crucial steroidogenic

genes and mtDNA content

To rule out exposure time, we analyzed the prolonged effect of parabens with continuous
exposure starting from the initial seeding. For this exposure, we decided to use those
concentrations that were environmentally relevant, and the highest reported (see Table 1).
An MTT analysis was performed to determine mitochondrial activity. As expected, DMSO
showed a steady activity throughout the time interval, indicating that DMSO did not affect
the mitochondrial activity of the cells; similarly, no effect was observed by parabens or
BPA exposure when compared against DMSO at each time (Figure 7A). .mtDNA was
guantified using qPCR and as can be observed in Figure 7B. mtDNA_content.was not
affected due to parabens or BPA exposure. Then, to analyze thegsprolonged effect of
parabens on basal steroidogenesis, the expression of CYP11Al ‘and HSD3B1l was
measured at different time points after exposure using RT-qPCR. The only significant and
expected decrease of CYP11A1 expression was observed at, 96 hours of BPA exposure
when compared with DMSO. HSD3B1 did not show significant changes when exposed to
parabens or BPA (Figure 7C and 7D). Finally; progesterone production increased over
time following the characteristic behavior of the culture, regardless of parabens or BPA

exposure (Figure 7E).

Discussion

Parahydroxybenzoic acid ¢derivatives, or parabens, are molecules widely used as
preservatives for their.antimicrobial properties. However, parabens’ capacity to induce
toxic effects within_thefemale reproductive system has become the subject of a heated
debate. One of the main issues is the discrepancy between the concentrations at which
parabens demonstrate biologic effects and the concentrations at which these compounds
are found in ‘biological samples. In this work, we decided to address this issue by
evaluating ‘the toxic capacity of parabens in a model relevant to the female reproductive
system: cultured mural granulosa cells.

Cultured mural granulosa cells are a model that can be used to screen for toxic
effects of the female reproductive system, an idea that was initially proposed by Hughes
and colleagues. In their studies, they demonstrate that human obtained cultured granulosa
cells produce progesterone but not estrogen. They also showed that cultured granulosa

cells respond to molecules with estrogenic activity, such as 17p-estradiol or clomiphene



citrate, inducing a decrease in progesterone production (Hughes et al., 1990). Therefore,
we decided to expand upon this idea but taking into consideration the cell’s phenotype. In
vivo, granulosa cells exhibit two phenotypes, cumulus and mural. Cultured human
granulosa cells are typically obtained from the follicular fluid, and their phenotype, whether
cumulus or mural, has not been extensively characterized. By using cells obtained by
decumulation, we started with a highly enriched sample of cumulus cells. After seeding
these cells, we monitored the expression of critical transcription markers for each
phenotype. Here, we show a concomitantly increased expression of CYP11Al and
LHCGR, markers for mural cell phenotype, with decreased expression of PTGS2.and
HAS2, markers for the cumulus cells phenotype. These observations, coupled with the
observed increase in progesterone production and positive immunostaining for CYP11A1
and LHCGR, support the notion that these cultured cells are mural granulosa cells. To our
knowledge, this resulted in having the best-characterized mural primary culture to analyze
the differentiation process from cumula to mural granulosa.

Granulosa cell cultures obtained during in vitro fertilization can vary and may
represent the differentiated stages found in the ovary. Recently, Baumgarten et al. cultured
cumula cells with lower expression of CYP11A1l, STARy/and LHR in cumulus than in mural
and concluded that these cells were not luteinized, representing undifferentiated granulosa
cells. For them to achieve this, a covering matrix, mechanical disaggregation, and FSH
supplemented culture conditions were, used (Baumgarten et al., 2014). In contrast, our
culture conditions include the use of hyaluronidase for disaggregation (not mechanical),
FBS supplementation, no matrix,coated surfaces, and no FSH was included during the
culture procedure. All these factors provide adequate conditions to differentiate from
cumula to mural cells,/as ithis evident for the continuous increase in progesterone
production, CYP11Aly and LHR expression, setting the conditions to analyze the
differentiationprocess toward mural luteinized cells.

As a»proof of concept and to confirm that this cell model was responding to
hormonal ‘perturbations, we tested the effects of two treatments with proven estrogenic
effects at high doses: DES, a proven xenoestrogen (Warita et al., 2010), and BPA (Mansur
et al., 2016). DES significantly decreased the expression of HSD3B1, a rate-limiting
enzyme for progesterone synthesis. Furthermore, DES inhibited progesterone production.
As shown before by Mansur and colleagues, BPA blocks progesterone production (Mansur
et al., 2016), and we show here that BPA affects explicity CYP11A1 and HSD3B1

expression, which is involved in progesterone production. This supports the idea that these



cells are capable of responding to molecules with known estrogenic capacity that also

affect the basal steroidogenesis.

Differing responses to BPA can be observed between luteinized and non-luteinized
cultured granulosa cells, the main difference being the level of differentiation. In a model of
preantral granulosa cells, considered to be de-differentiated due to their response to FSH
stimulus, BPA increased progesterone production (Pogrmic-Majkic et al., 2019). On the
contrary, BPA decreased progesterone production when the cultured granulosa cells were
luteinized (Kwintkiewicz et al., 2010; Mansur et al., 2016), which was observed insthe
present study. Such differences in progesterone synthesis may not only account from the
level of differentiation of the granulosa cells treated with BPA but the concentration as well
(Mlynarcikova et al., 2005; Zhou et al., 2008). BPA at high doses decreased progesterone
levels, both under basal and under FSH-stimulated conditions in rats and mice (Peretz and
Flaws, 2013; Peretz et al., 2010; Samardzija et al., 2018). However, these results are in
disagreement with those obtained in human cumulus granulosa cells (Pogrmic-Majkic et
al., 2019). Moreover, there seem to be different levels of susceptibility among cellular
models, since a clear BPA concentration threshold between progesterone induction and
inhibition cannot be distinguished.

One main contributor to the current controversy surrounding paraben toxicity is the
many different concentrations used by. studies on this topic. For example, BPB has been
used with many in vitro studies at concentrations ranging from 250 nM to 100 uM, showing
estrogenic properties at coneentrations of 50 uM (Byford et al., 2002; Darbre and Harvey,
2008; Okubo et al., 2001). Furthermore, with in vivo studies, BPB shows estrogenic effects
at exposures from 10 to.600 mg/kg (Alslev et al., 2005; Hossaini et al., 2000; Routledge et
al., 1998). However, according to the National Toxicology Program, the average exposure
for the woman is about 0.12 mg/kg (Masten, 2005). These discrepancies prompted us to
investigate the effects of parabens in an in vitro model at the low concentrations found in
fluids of environmentally exposed women. Two parabens were chosen for this study: MPB,
which is considered a “weak” paraben, and BPB, which is considered a “strong” paraben.
This denomination was given on the fact that paraben estrogenic activity is dependent on
side-chain length (Pugazhendhi et al.,, 2005). For testing these compounds, four
concentrations were chosen. The lowest concentration was reported to be the typical
concentration found in serum, blood, or urine, whereas the second concentration was the

highest reported in human samples found in our literature review. The third concentration



was an arbitrarily high concentration, higher than the previous concentrations by at least
one order of magnitude, while the last concentration was 1 uM, which was an extremely
high concentration and meant to force the model system into responding if such an effect
was present (see Table 1). It is worth noting that studies analyzing parabens’ estrogenic
activity, commonly utilize concentrations ten-fold to a thousand-fold higher than those
found in human biological fluids (see Table 1).

Using concentrations that are found in women exposed to parabens, we decided to
evaluate whether parabens exerted any steroidogenic activities in our cell culturetmodel at
two endpoints: gene expression of rate-limiting steroidogenic enzymes and hormone levels
in the media. We considered these two endpoints because, while gene expression would
be very sensitive, hormone accumulation in the culture media would be more robust.
Therefore, these two methods could compensate for artifacts created'in the other. Neither
MPB nor BPB exerted any effect at any concentration. This is.supported by other reports,
which have tested paraben activity in cultured granulosa“cells that found no effect at
similar concentrations (Guerra et al., 2016; Mansur et aly, 2016).

Interestingly, BPA, which is widely considered a reproductive toxicant (Maffini et al.,
2006), also did not exert activity at the concentrations tested. Accordingly, others have
found BPA failed to induce an effect on cultured.cells at similar concentrations (up to uM
concentrations) and showed an effect only at very high concentrations (Mansur et al.,
2016).

In a current study by Lillo ‘and colleagues, MPB was shown to increase tumor size
of MCF-7 xenografts and ER+ patient-derived xenograft tumors; however, this effect was
only observed using MPB pellets of 4 ug per day, a significantly higher dose than that
measured in breast tissuel (Lillo et al., 2017a). Nonetheless, the same research group
determined that in vitro exposure of MCF-7 cells to MPB (10 nM) (Lillo et al., 2017a) or
BPA (1 and 10 nM) (Lillo et al., 2017b) failed to increase MCF-7 cell proliferation or
induction of .canonical estrogen-responsive genes (pS2 and progesterone receptor PGR).
Both MPB. and BPA were able to induce Sox2, a canonical stem cell marker, at
environmentally relevant levels (10 nM). However, the principal interest of those two
studies was to determine the capability of MPB and BPA to promote tumor proliferation,
whereas our study focused on the effect in the basal steroidogenesis of mural granulosa
cells as a possible cause of female infertility. Research on the effect of parabens on
ovarian folliculogenesis and steroidogenesis, using a rat model at supraphysiological

doses (100 mg/kg/day), concluded that parabens suppressed steroidogenesis by down-



regulating steroidogenic enzymes (Ahn et al., 2012; Lee et al., 2017); however, this was
not proven using environmentally relevant concentrations of parabens. In contrast, our
work focuses on the effect of parabens in basal steroidogenesis using previously reported
levels in a primary culture of human mural granulosa cells.

Parabens have been proposed to exert mitochondrial toxicity. Tavares and
colleagues (Tavares et al., 2009) proposed three main intra-mitochondrial targets for drug-
induced mitochondrial dysfunction: 1) the mitochondrial respiratory chain, 2) the
mitochondrial permeability transition pore, and 3) mtDNA. The mitochondria were
evaluated due to their essential role in the bioenergetics of granulosa cells and“because
estrogen receptors are present in mitochondria (Chen et al., 2004; Monje. and.Boland,
2001). The number of copies of mtDNA varies according to the bioenergetic. needs of each
tissue and can range over 3-fold, depending on the type of cell (Garcia-Rodriguez, 2007).
mtDNA copy number is a useful indicator of a cell's competency to use oxidative
phosphorylation to generate ATP (St John, 2016) since theyexpression of mtDNA genes
can only occur when mtDNA is continuously replicated (Trounce et al., 2000). Interestingly,
none of the previous studies focused on the effect parabens could have on mtDNA
content. Here, we show that MPB exposure did not ‘affect mtDNA. On the contrary, BPB
did reduce the amount of mtDNA at concentrations that could be found in exposed women
(20 nM). BPA, another endocrine disrtuptor that has been compared with parabens,
showed significant ability to reduce mtDNA> content, which is in agreement with other in
vitro and in vivo studies in which (BPA has been shown to reduce ATP production, induce
oxidative stress, dissipate mitochondrial membrane potential, and decrease mitochondrial
respiratory complex activity. in a dose- and time-dependent manner (Barbonetti et al.,
2016; Jiang et al., 2015;yKaur et al., 2014; Kovacic, 2010; Nakagawa and Tayama, 2000;
Ooe et al., 2005;(Singh et al., 2015). This underscores the relevance of researching the
effects parabens have on the mitochondria, particularly concerning mtDNA content in cell
models at environmentally relevant concentrations.

One limitation of this model may be the origin of these cells. Although they come
from healthy, fertile women (donors and women undergoing treatment for male infertility),
these women have been exposed to parabens for most of their lives. That is to say, and
these cells may not be naive to parabens or other, far more potent estrogens, such as E,
and 17p-estradiol. We posit that this difference will be critical. Studies exploring parabens’
estrogenic activity in infant rats have found that lower concentrations can display

estrogenic effects. Therefore, it is necessary to consider research regarding juvenile and



adult effects of parabens as separate avenues. However, regarding the research in our
model of adult human granulosa cells, parabens exerted no effects on basal
steroidogenesis at the environmentally relevant concentrations in a short- or prolonged

exposure.

Our study supports the notion that more research is necessary to understand the
effects of parabens on human biology. Although the negative response over basal
steroidogenesis obtained in this mural cellular model, paraben’s xenoestrogenicity still
requires investigations. Several arguments support this proposal. Parabens are used as a
preservative in many beauty and hygiene products. In México, about,100 million
inhabitants (79.2% of the total population) have used at least one producticontaining them
during their lifetime (Canipec, 2017). Moreover, in cosmetics, parabens are one of the
chemicals in the product-formulation mixture; thus, interactions will'most.likely occur. Also
relevant is that women reach the highest consumption/exposure at the reproductive age
when they could be more susceptible to steroidogenic effectsiconsidering hormonal stage
(Chan et al., 2015). Lastly, for toxicological studies, the influence of first step modification
respect to parent parabens, considering that parabens,are applied on the skin where
climatic factors, as well as the metabolic processes, may produce changes in the parent

structure, and may potentially produce steroidegenic intermediaries (Boberg et al., 2010).

Conclusions

Parabens do not appear to be toxic to granulosa cells, as demonstrated in an in vitro
model at environmentally relevant concentrations found in exposed women. Cultured
granulosa cells obtained from decumulation presented with a mural-like phenotype and
can be used to screen for the estrogenic and steroidogenic activity of compounds. This
activity can be.measured at either the gene expression level of key steroidogenic enzymes
or progesterone production and accumulation in the cell culture media; however, MPB or
BPB seemed to affect neither. Finally, mitochondrial toxicity, at the level of mtDNA content,
can also be screened in this system, as it showed an apparent response to BPA and DES.

Interestingly, MPB did not exert this toxic effect, while BPB did.
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Figure legends

Figure 1. Granulosa cells in culture exhibit a mural cell phenotype. A) Cumulus-
oocyte complexes isolated from patients undergoing in vitro fertilization were obtained, and
cumulus cells were cultured for up to 48 h. Cells were photographed by contrast phase
microscopy (100X). Representative images of at least three independent cultures are
shown. B) At the indicated times, the cell culture media was collected, and the
concentration of progesterone and estradiol was determined. Average progesterone
concentrations went from 2057 ng/ml (18 h) to 5434 ng/ml (48 h) per 100,000 seeded
cells. Average estradiol concentrations went from 390 pg/ml at 18 h to 310 pg/ml at 48 h
per 100,000 seeded cells and are expressed as a percent of control (28 h values). C) The
cultured granulosa cells were harvested with the Tri-Reagent at the indicated times. RNA
was obtained and analyzed by RT-qPCR for detecting the expression.of genes associated
with the cumulus or mural cell phenotype. HPRT1 was used as the reference gene. Data
are expressed as fold expression relative to 0 h (uncultured cells). Data were analyzed by
ANOVA followed by a post hoc Dunn’s test (n.= 3 or 4).* p<0.05 (two-tailed). Data are

mean = S.E.

Figure 2. CYP11A1l and LHCGR expression in human granulosa cells. Granulosa cells
were cultured for 48 h and immunostained with anti-CYP11A1 (dilution 1:25, Novus
Biologicals, USA, green) or anti-LHCR/(dilution 1:50, Novus Biologicals, USA, green), and
nuclei were stained with [DAPI“(blue). Images were obtained with a Leica confocal
microscope and using the LAS/AF software. Mean percentages + S.E. of CYP11Al- and
LHCGR-positive cells from'at least three randomly selected fields are shown on the left

side, below the antibody name.

Figure 3. BPA and DES exposure affects steroid hormone synthesis and gene
expression. Granulosa cells, cultured for 24 h, were exposed at the indicated
concentrations of BPA and DES. After 24 h, the cell culture media was collected, and the
concentration of progesterone and estradiol was determined. Average progesterone
concentrations were 4357 ng/ml for DMSO control per 100,000 seeded cells. Average
estradiol concentrations were 310 pg/ml for DMSO control per 100,000 seeded cells. Data

are expressed as percent of control (DMSQO). Cell viability is expressed as percent



comparing to cell viability in DMSO treated cells (A) or RNA isolated from the cells was
assessed for gene expression by RT-gPCR (B and C). Results are presented as fold
expression relative to DMSO-treated cells. Data are mean + S.E. (n=3). Data were
analyzed by ANOVA with a post hoc Dunn’s test. * p<0.05 (two-tailed).

Figure 4. Paraben exposure does not affect steroid hormone synthesis. Granulosa
cells cultured for 24 h were exposed at the indicated concentrations of MPB, BPB, BPA, or
DMSO (control). After 24 h, the culture media was collected, and the concentration of
progesterone and estradiol was determined. The average progesterone is 4791ung/ml in
DMSO control per 100,000 seeded cells. Average estradiol in DMSO control isy284 pg/ml
per 100,000 seeded cells, ng/ml per 100,000 cells). No significant changes,were observed
as a result of paraben treatment. Results are presented as folds_expression relative to
control (DMSO). Data are mean = S.E. (n=3). Data were analyzedsby ANOVA with a post
hoc Dunn’s test. * p<0.05 (two-tailed).

Figure 5. Paraben exposure does not affect the expression of key genes involved in
steroidogenesis. Granulosa cells cultured for 24 “h" were exposed to the indicated
concentrations of MPB, BPB, BPA, and DMSO “(control). After 24 h, cells were harvested
with the Tri-Reagent. RNA was obtained,and analyzed by RT-gPCR for genes involved in
progesterone synthesis (CYP11Al,\HSD3B1) and estradiol synthesis (CYP19A1,
HSD17B1). HPRT1 was used. as<the reference gene. Results are presented as fold
expression relative to controlnData.are mean = S.E. (n=3). Data were analyzed by ANOVA
with a post hoc Dunn’s test.* p<0.05 (two-tailed).

Figure 6. Paraben exposure decreases mtDNA content. Granulosa cells cultured for 24
h were exposed to the indicated concentrations of MPB, BPB, BPA, DES, and DMSO
(control). ‘After 24 h, cells were harvested with lysis buffer to quantify mtDNA content via
gPCR (A, C) or analyzed for mitochondrial activity using the MTT assay (B). Results are
presented as a percent of control. Data are mean £ S.E. (n=6). Data were analyzed by
ANOVA with a post hoc Dunn’s test. * p<0.05 (two-tailed).

Figure 7. Effects of parabens continued exposure. Primary cultures of granulosa cells
were exposed to MPB, BPB, or BPA (657, 20, and 500 nM, respectively) and harvested at



indicated time points. A. Mitochondrial activity was estimated by MTT analysis. B. mtDNA
content was determined by the quantification of mitochondrial D-loop using gPCR. C and
D. CYP11A1l and HSD3B1l expression determined by RT-gPCR. E. Progesterone
production was measured with CLIA immunoassays DMSO (the averages ranged from
3358 ng/ml at 24 h to 14044 ng/ml at 96 h per 100,000 seeded cells); for 657 nM MPB (the
averages ranged from 3939 ng/ml at 24 h to 12790 ng/ml at 96 h per 100,000 seeded
cells), 20 nM BPB (the averages ranged from 2550 ng/ml at 24 h to 13027 ng/ml at 96 h
per 100,000 seeded cells), and 500 nM BPA (the averages ranged from 2872 ng/ml at 24
h to 14098 ng/ml at 96 h per 100,000 seeded cells). In all cases, data weregsnormalized
against its control (DMSO, 24 h). Data are expressed as percentage of control.“Significant
differences were determined by two-way ANOVA analysis with multiple comparisons of
compounds against DMSO within each time point, followed by Bonferreni's post-hoc test, *
p<0.05. Results are presented as mean * S.E. from at least three independent

experiments in duplicates.
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Table 1. Parabens and BPA concentrations found in environmentally exposed

women.

Substance Fluid

Reported
concentrations | concentrations

a

Selected

b

Reference

Methylparaben |  Serum 6 nM 6 nM (Jimenez-Diaz et al.,
Menstrual 9.2 nM 300 nM 2016; Sandanger et al.,
blood 18.4 nM (657 nM) 2011; Vela-Soria et al.,
61.7 nM (1000 nMm) 2013)
300 nM ) 4
Butylparaben | Menstrual 2nM 2nM (Darbre and=, Harvey,
blood 5.1 nM 5.1 nM 2008; Sandanger et al.,
(20 nM) 2011)
(1000 nMm) PR N
Bisphenol A Serum 1.4 nM 1.4 nM (vandenberg et al.,
Follicular 2.8 nM 8.7 nM 2007)
fluid 4.4 nM (500 nM)
4.6 nM (1000 nMm)
7 nM [4.3 pM]
8.7 nM [43 puM]

& Paraben concentrations used in previous studies.

® Selected concentrations for this study. Arbitrarily. high corcentrations (supraphysiological)
are in parenthesis and are higher than those:found inyhuman fluids but used for in vitro or
animal treatment in the literature. In brackets are shown concentrations previously

reported to induce an estrogenic effect:
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