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RESUMEN

En los foliculos preowulatorios, las células de la camula se comunican entre siy
con el ovocito a través de la comunicacién mediada por uniones Gap (GJIC, por
sus siglas en inglés: Gap junction intercelular communication) con el objetivo de
nutrir al ovocito y mantener la meiosis arrestada en la profase I. El bisfenol a
(BPA) es un mondmero que forma parte de recipientes plasticos hechos con
policarbonato. Se ha descrito que el BPA ocasiona alteraciones sobre la division
meidtica en el ovocito, asi como una disminucion en la GJIC. Sin embargo, se
desconoce si el efecto del BPA sobre las uniones Gap se relaciona con la division
meidtica del ovocito. En este estudio investigamos si los efectos del BPA sobre
la division meidtica de los ovocitos estan relacionados con una disminucion en la
GJIC. Para cumplir con el objetivo, se realizd un cultivo primario de complejos
ovocito-células de la cumula (COC), los cuales se aislaron de foliculos
preowulatorios de ratones C57BL/6J. Los COCs se incubaron durante 2 h con
BPA 0.22, 2.2, 22, 220 y 2200 nM. En algunos cultivos se realizé una incubacién
adicional de 16 h adicionando factor de crecimiento epidermal (EGF, por sus
siglas en inglés: Epidermal Growth Factor) como estimulo de maduracion para
promover la reanudacion meidtica y la progresion a metafase Il (MIl). Los
resultados mostraron que, sin el estimulo de maduracion, la exposicion a BPA
aumento el porcentaje de ovocitos que reanudaron la meiosis y disminuy6 la GJIC
en los COCs sin modificar la expresion de los genes de las conexinas que forman
los canales de uniones Gap (Cx43 y Cx37) ni la expresion de la proteina Cx43.
Después del estimulo de maduracién con EGF, el BPA mantuvo arrestados a los
ovocitos en los estadios de anafase y telofase, disminuyendo el porcentaje de los
ovocitos que culminaban la progresion y llegaban a Mil. Al mismo tiempo, el BPA
redujo la expansion de las células de la cumula. La carbenoxolona, un inhibidor
de la GJIC, y la 6-diazo-5-oxo-L-norleucina (un inhibidor de la expansion de las
células de la cumula) ejercieron efectos similares sobre la division meidtica de
forma muy parecida al BPA. Los datos obtenidos en el estudio sugieren que la

exposicion a BPA acelera la progresion de la meiosis en el ovocito, lo que provoca



gue se altere la progresion de la meiosis de profase | a Mll, y estos efectos se

relacionan directamente con una reduccion en la GJIC en el COC.

ABSTRACT

In ovarian follicles, cumulus cells communicate with the oocyte through gap
junction intercellular communication (GJIC), to nurture the oocyte and control its
meiosis arrest in prophase | and division. Bisphenol A (BPA) is a monomer found
in polycarbonate-made containers that can induce functional alterations, including
impaired oocyte meiotic division and reduced molecule transfer in GJIC. However,
how BPA alters oocyte meiotic division is unclear. We investigated whether BPA
effects on oocyte meiotic division were correlated with reduced transfer in GJIC.
Cumulus cell-oocyte complexes (COCs) isolated from mouse preowulatory
follicles were cultured with 0, 0.22, 2.2, 22, 220, and 2,200 nM BPA for 2 h. An
additional 6-h incubation with epidermal growth factor (EGF) was performed to
promote the occurrence of meiotic resumption and progression to metaphase II.
Without EGF stimulus, BPA treatment increased the percentage of oocytes
undergoing meiotic resumption, decreased GJIC in the COCs, and did not modify
GJIC genes (Cx43 and Cx37) and protein (CX43) expression. Following EGF
stimulus, BPA increased the percentage of oocytes that remained at the
anaphase and telophase stages, and decreased the percentage of oocytes
reaching the metaphase Il stage. Concomitantly, BPA reduced the expansion of
cumulus cells. Carbenoxolone (a GJIC inhibitor) and 6-diazo-5-oxo-L-norleucine
(a cumulus cell-expansion inhibitor) exerted effects on meiotic division similar to
those exerted by BPA. These data suggest that BPA accelerates meiotic
progression, leading to impaired prophase | to- metaphase |l transition, and that
this adverse effect correlates with reduced bidirectional communication in the
COC.
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1. INTRODUCCION

1.1 Disruptores endécrinos

Se define a un disruptor endécrino como “un agente exdgeno que interfiere
con la produccion, liberacion, transporte, metabolismo, unién, accion o
eliminacion de hormonas naturales en el cuerpo, las cuales son responsables
del mantenimiento, homeostasis y regulacion de procesos del desarrollo”.
Estos compuestos pueden causar respuestas de tipo agonista y/o antagonista
dependiendo de la hormona a la cual mimetizan (estrogenos, andrégenos,
hormonas tiroideas, prolactina, insulina, etc.) (Wetherill y cols., 2007). Como
resultado de su efecto, estos compuestos pueden afectar el crecimiento y la
division celular. También se sabe que pueden alterar procesos metabdlicos,
neurolégicos, inmunologicos y reproductivos en los diferentes seres vivos (vom
Saal y Hughes, 2005).

1.2 Bisfenol A

1.2.1 Caracteristicas generales y uso

El bisfenol A 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano (BPA) es un monémero formado
por la combinacion de dos equivalentes de fenol y un equivalente de acetona
(Tabla 1) (Suzuki A y cols, 2002; vom Saal y Hughes, 2005; Vandenberg y
cols., 2009). Se usa mayoritariamente como aditivo de plasticos de
policarbonato para manufacturar una amplia gama de productos que incluyen
biberones para bebé, botellas, garrafones para agua, contenedores de plastico
para alimentos, cubiertos, platos y vasos desechables, equipo y tuberia
meédica. También se utiliza como sellador dental y para el revestimiento de
latas que contienen alimentos y bebidas (Suzuki y cols., 2002; Newbold y cols.,
2007; Susiarjo y cols., 2007; Adewale y cols., 2009; Bondesson Yy cols., 2009;
Vandenberg y cols., 2009). Debido a su amplio uso, el BPA se produce en
grandes cantidades a nivel mundial y se ha estimado que la demanda de

produccion incrementa en un 6-10% por afio (vom Saal y Hughes, 2005).



Tabla 1. Perfil fisicoquimico del BPA

NGmero de registro CAS 80-05-7
Estructura molecular
CH3
CHs
Formula CisH1602
Peso molecular 228.287

Densidad 1.14-1.195 g/mL a 20° C-25° C
Constante de disociacion pKa 10.29 +0.69
Coeficiente de particion | 3.64 +0.32

octanol / agua, log Kow

Factor de bioconcentracion

220-344% , 5.1-73.4°

Solubilidad

120-300 mg/L a 253C en agua y una gran

solubiidad en soluciones alcalinas

acuosas, alcohol y acetona

Constante de Henry-Law

4.0 x10-1 atm-cu mymol a 25° C

Punto de ebullicion

360.5° C a 760 mm Hg

Punto de fusiéon

153° C

Temperatura critica 'y presion

Temperatura: 849 K, presion: 2.93 x 10 + 6
Pa

Calor de combustién

-7.465 J/kmol

Constante de velocidad de la

reaccioén de radicales carboxilo

8.1 10-11 cm3 /molec-seg a 25° C

Presion de vapor

4.0 10-8 mm Hg a25° C

Color y forma Hojuelas de cristal de color blanco a
crema, cristaliza en forma de prismas en
acido acético y como agujas en agua

Olor Leve olor fendlico

Tiempo de vida media (dias)

38 (agua), 75 (tierra), 340 (sedimento) y
0.2 (aire)

a Rango reportado por la US EPA (2012)

b Rango reportado por la US NIH Data Bank TOXNET.

Editado de Corrales y cols., 2015




1.2.2 Exposicion aBPA en México

La poblacion mexicana esta expuesta a BPA a través de diversas fuentes de
exposicion como el consumo de alimentos y el uso de contenedores de
plastico (Munguia-Lopez y cols., 2002; Cantonwine y cols., 2010; Gibson y
cols., 2010; Gonzalez-Castro y cols., 2011).

Especificamente, Munguia-Lopez y cols. (2002) evaluaron la migracion del
BPA de los revestimientos de algunas latas hacia su contenido (chiles
jalapenos), ocasionada por el almacenamiento y la influencia de la
temperatura, y observaron que hubo una migracion de 15.33 ug/kg de BPA en
latas almacenadas por 160 dias a 35°C. Gonzélez-Castro y cols. (2011)
evaluaron la presencia del BPA en productos enlatados y en contenedores
plasticos obtenidos en tiendas mexicanas de autoservicio; los autores
detectaron concentraciones de BPA en un rango de 0.00001 — 0.021 pg/kg en
productos enlatados como granos de elote, champifiones, chiles jalapefios,
chicharos y zanahorias. Los autores también encontraron que los
contenedores de plastico contenian BPA en un rango de 0.001 — 0.5 pg/kg de
BPA en recipientes para microondas, botes plasticos para almacenar yogurty
cremay en biberones para bebé. Gibson y cols. (2010) evaluaron la cantidad
de BPA gue se acumula en el suelo de la zona agricola del Valle de Tula en el
Estado de Hidalgo, zona que es irrigada con aguas negras (no tratadas)
provenientes de la Ciudad de Meéxico. Esta evaluacion la realizaron
adicionando agua no tratada a una columna con suelo agricola y observaron
que el 0 - 4.9% del BPA gue se encuentra en el agua se incorpora al suelo; los
investigadores estimaron que cada afo se adicionan entre 2.2y 9.8 ug de BPA
por kg de masa seca de suelo regado con aguas negras en el Valle de Tula.
Finalmente, Félix-Cafiedo y cols. (2013) evaluaron la cantidad de BPA
presente en fuentes de agua superficial y subterranea, asi como agua de
pozos, presas Yy tanques de almacenamiento que proveen de agua a la Ciudad
de México y encontraron que, el BPA se presentd en concentraciones en un

rango de concentracion de 1-10 ng/L en todas las fuentes de agua evaluadas.



Ultimamente se reportd un nuevo método analitico en el pais para determinar
concentraciones muy pequefias de varios contaminantes emergentes en los
gue se incluyd al BPA, los autores lograron determinar concentraciones del

compuesto en un rango de 0.8 a 2.7 ng/L (Salvatierra-Stamp y cols., 2015).

1.2.3 Fuentes y niveles de exposicion

La principal fuente de exposicién al BPA es por el consumo de alimentos y
bebidas que hacen contacto con materiales que fueron manufacturados con
este compuesto, debido a que las moléculas de BPA de los plasticos de
policarbonato son facilmente liberadas a través de la hidrdlisis del grupo éster
por accién de calor y/o detergentes (Bondesson y cols., 2009).

Los niveles de exposicion a BPA que podrian ser seguros para la poblacion de
los Estados Unidos de Norteamérica aun son tema de controversia. La
Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA, Environmental Protection Agency,
por sus siglas en inglés) ha establecido una ingesta diaria de 50 mg/kg/d de
BPA que representa la dosis oral mas baja a la que se observan efectos
adversos (LOAEL: lowest observed adverse effect level). Es importante
mencionar que para el BPA no se ha establecido la dosis a la cual no se
observan efectos adversos (NOAEL: non observed adverse effects level), es
por esta razén que la EPA ha utilizado la LOAEL para establecer 50 ug/kg/d
como la dosis de referencia para el BPA. Esta concentracion fue considerada
por la EPA como segura para la exposicion en humanos (vom Saal y Hughes,
2005; Adewale y cols., 2009). Sin embargo, algunos estudios establecieron
que la dosis de 50 pg/kg/d de BPA es capaz de alterar funciones en el
metabolismo de la glucosa y disminucion de la fertilidad (Moore-Ambriz y cols.,
2015; Villar-Pazos y cols., 2017).

Se ha descrito que los disruptores endécrinos, como el BPA, frecuentemente
no siguen una curva dosis-respuesta monotoénica y pueden ejercer efectos a
concentraciones menores (Vandenberg y cols., 2012). Por lo tanto, El Centro
para la Evaluacion de Riesgos en la Reproduccién Humana del Programa

Nacional de Toxicologia (NTP-CERHR, por sus siglas en inglés: National



Toxicology Program) ha planteado la necesidad de realizar estudios que
incluyan la dosis de BPA de 50 pg/kg/d, para asi establecer una evaluacién
del riesgo reproductivo por la exposicion a dosis ambientalmente relevantes
de este compuesto (CERHR, 2008).

Actualmente, la Union Europea, por medio de la Autoridad Europea para la
Seguridad Alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés: European Food Safety
Authority), tomando como base estudios de toxicidad realizados entre 2012 y
2016, ha bajado la ingesta diaria tolerable (TDI, por sus siglas en inglés:
Tolerable Daily Intake) de BPA a 4 pg/kg/d (Gundert-Remy vy cols., 2017). A
pesar de que la TDI propuesta por la EFSA es casi 1/13 parte de la dosis de
referencia de la EPA, existen estudios de toxicidad con concentraciones méas
bajas a la TDI de 4 pg/kg/d, por los que es necesario continuar con las
evaluaciones de los efectos del BPA sobre los diferentes sistemas y organos
(Gundert-Remy y cols., 2017).

1.2.4 Toxicocinética

1.2.4.1 Absorcion

La principal via de absorcion del BPA es la via oral. Se ha estimado que el
99% del BPA que circula en el torrente sanguineo proviene de la dieta. Por
ello, diversos estudios se han enfocado a estimar la ingesta diaria de BPA en
infantes y en adultos. En infantes de 1.5 a 6 afios se ha estimado una ingesta
diaria de 0.04-14.7 pg/kg/d. En nifios y adolescentes de 7 a 19 afos, el rango
estimado de exposicion diaria a BPA es de 0.36 a 0.55 pg/kg/d. En adultos se
ha propuesto una ingesta aproximada diaria de 1.54 pg/kg/d a 500 pg/kg/d
(CERHR, 2008). Estos datos sugieren que la exposicion a BPA es comlun en
toda la poblacion y que, probablemente por los habitos alimenticios, los adultos

son guienes mas expuestos estan al compuesto.



1.2.4.2 Metabolismo

Existen rutas alternativas del metabolismo del BPA como la hidroxilacion y la
oxidacion. Las reacciones de hidroxilacion del BPA son catalizadas por la
enzima citocromo peroxidasa que genera al metabolito 3-hidroxi-BPA que es
convertido a BPA 3-4-quinona (BPAQ) por la misma enzima. Esta reaccion
puede revertirse (de BPAQ a 3-hidroxi-BPA) por la accion de la enzima
citocromo reductasa (Atkinson y Roy, 1995; Edmonds Yy cols., 2004). El BPAQ),
como otras orto-quinonas formadas después de la hidroxilacién de un anillo
aromatico del estradiol o estrona, es capaz de formar aductos con el ADN en
sistemas in vivo e in vitro. La unién covalente del BPAQ a las bases de ADN
puede generar la hidrélisis de desoxirribosas y dar como resultado la pérdida
de la base de la hebra de ADN (Edmonds y cols., 2004).

En general, se han descrito distintas vias de biotransformacion para el BPA en
mamiferos. Se ha descrito la formacion de 4-isopropilhidroxifenol por la ruptura
de la molécula, asi como dimeros de BPA. También ha sido evidenciada la
presencia de metabolitos hidroxilados como 2,2-bis(4-hidroxifenil)propanol o
3-hidroxibisfenol A (3-OH-BPA), formados por la accion de enzimas
monooxigenasas (revisado en Michalowicz, 2014). De manera importante, en
un estudio se observé la formacién del 3,4-quinona bisfenol, asi como su
capacidad de formar enlaces con el ADN en presencia de peroxidasas y
contribuyendo de manera importante con la toxicidad del BPA (Atkinson y Roy,
1995). Otros metabolitos incluyen la formacion de compuestos con mayor
actividad estrogénica. El BPA se puede convertir a moléculas como 4-metil-
2,4-bis(4-hidroxifenil)pent-1-ene, hidroquinona, 4-isopropilfenol e hidroxycumil
alcohol gracias a la participacion de enzimas como los citocromos, entre otras
(revisado en Michalowicz, 2014). La figura 1 resume las vias de

biotransformacion del BPA propuestas en mamiferos.
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Figura 1. Vias de biotransformacién propuestas para el BPA en mamiferos de
acuerdo con estudios in vivo e in vitro (Michalowicz J, 2014).

El BPA que se absorbe pasa al higado donde es metabolizado principalmente
por medio de enzimas de fase Il. Mediante la accionde diversas isoformas de
la enzima uridin difosfato-glucuronosil transferasa (UGT), localizadas
mayoritariamente en el tracto gastrointestinal y en el higado, el BPA se
metaboliza principalmente a glucuronido-BPA y en menor medida mediante las
enzimas sulfotransferasas (SULTS), se transforma a sulfato-BPA (Pottenger y
cols., 2000; Vandenberg y cols., 2009; FAO/WHO, 2010). En la figura 2 se
ilustra la via metabdlica principal para el BPA, tanto en humanos como

roedores. EI monoglucurénido-BPA es rapidamente excretado principalmente



en la orina dentro de las primeras 24 h (FAO/WHO, 2010; Thayer y cols., 2015;
Teeguarden y cols., 2015). Sin embargo, se ha descrito que la permanencia
del compuesto en la forma de BPA libre puede prolongarse en el organismo
debido a procesos de desconjugacién por accion de enzimas B-glucuronidasas
localizadas en el intestino (flora intestinal), en placenta e higado fetal
(Ginsberg y Rice, 2009).

Unconjugated BPA
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Figura 2. Metabolismo del BPA (tomado de Thayer y cols., 2015)

1.2.4.3 Distribucion y acumulacion

Después de ser absorbido, el BPA se distribuye a diversos tejidos. Volkel y
cols. (2005) cuantificaron la concentracion de BPA libre y conjugado en 6
voluntarios que tomaron 25 pg de BPA en 50 ml de agua y observaron que el
BPA conjugado se detectaba en orina aproximadamente 5 h después de la
administracion. Asimismo, Pottenger y cols. (2000) realizaron un estudio en
ratas Fischer 344 administradas por via oral con una sola dosis de “C-BPA
(100 mg/kg) y observaron que la concentraciéon maxima en la sangre de los
machos (0.22 pg/g) se alcanz6 alos 5 min post-administracion; mientras que
en hembras la concentracién maxima (2.29 ug/g) se observé a los 15 min post-
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administracion. Existen pocos estudios que hayan evaluado la acumulacion
del BPA en los tejidos. En un estudio se observd que la acumulacion principal
del BPA en tejidos como cerebro, gonadas, rifiones, higado, grasa peri renal,
piel, Gtero y esqueleto se encontraba en una proporcion de 0.37 — 0.60% del
BPA, con respecto a la concentracion de BPA en la sangre (Pottenger y cols.,
2000). En otro estudio se encontraron niveles de BPA que oscilan entre 0.3 a
18.9 ng/mL en el plasma de mujeres embarazadas, mientras que en la
placenta se encontraron niveles de BPA entre 1.0 y 104.9 ng/g, demostrando
gue el BPA puede ser distribuido incluso a los fetos (Schonfelder y cols., 2002).
Esta informacion tan limitada indica que se requieren estudios adicionales que

evallen la acumulacion del BPA en los diferentes 6rganos.

1.2.4.4 Eliminacion

Algunos estudios han demostrado que el BPA se elimina a través de la orina
y las heces fecales. Volkel y cols. (2005) llevaron a cabo una evaluacion de la
concentracion de BPA y sus metabolitos en orina de humanos voluntarios (3
mujeres y 3 hombres) quienes recibieron una dosis Unica de BPA (25 ug) en
agua de bebida. Los wvoluntarios proporcionaron muestras de orina y
observaron que a las 5 h posteriores a la exposicion se tuvo una recuperacion
de 85% en hombres y 75% en mujeres de BPA en forma conjugada. Pottenger
y cols. (2000) realizaron un estudio toxicocinético con dos dosis de BPA en
ratas (10 6 100 mg “C-BPA/kg administracion Unica, por via oral) y observaron
que la eliminacion fecal representaba la principal via de eliminacion del BPA,
tanto del compuesto libre (que es el que causa efectos toxicos) como de sus
metabolitos. Kurebayashi y cols. (2003) administraron BPA a ratas macho
Fischer 344 por via oral (100 o 0.1 mg/kg) o intravenosa (0.1 mg/kg) y
observaron que el BPA se elimina como glucuronido-BPA principalmente a

través de las heces sin importar la via de administracion.

Recientemente otros estudios han mostrado resultados similares. En un
estudio se evaluaron los niveles de BPA en su forma libre, asi como sus



metabolitos principales (S-BPA y G-BPA) en muestras de orina de 6 mujeres
y 8 hombres gue voluntariamente ingirieron 100 pg/kg de BPA-deuterado (d6-
BPA), encontrando que el BPA se puede encontrar en el suero en los primeros
5 min, alcanza una Cmax de 1711 + 495 unidades, una Tmax de 1.1+ 0.5 hy
un tiempo de vida media de 6.4 £ 2.0 h (Thayer y cols, 2015). Este estudio
mostré que hasta el 95.7% del BPA absorbido se elimina por la orina

principalmente en su forma G-BPA (hasta 87%).

1.2.5 Toxicidad del BPA

Algunos estudios en animales de experimentacién han descrito que el BPA
puede estar implicado en problemas cardiovasculares, diabetes y obesidad, a
través de mecanismos de alteracion del metabolismo de la glucosa. También
se ha descrito que este compuesto podria estar implicado en problemas de
comportamiento (alteracion en la actividad sexual), problemas del sistema
nervioso por alteracion de la regulacion de los sistemas dopaminérgico y
noradrenérgico y en problemas en el sistema reproductivo masculino vy
femenino (Panzica y cols., 2007; Le y cols., 2008; Lubick, 2010; Newbold,
2010). Los efectos que se han observado a nivel del sistema reproductivo
femenino son problemas a nivel uterino, como disminucién del grosor del
miometrio y aumento del grosor del epitelio uterino (Wetherill y cols., 2007).
También se han observado efectos a nivel ovarico como alteraciones en el
foliculo periowulatorio debido a alteraciones en la meiosis del ovocito (Hunty
cols., 2003), alteracién en la morfologia del ovario y diminucién de la fertilidad
(Fernandez y cols., 2010).

1.2.5.1 Mecanismos de Toxicidad

Se ha descrito que el BPA posee afinidad por el receptor a estrogenos (ER;
por sus siglas en inglés: estrogen receptor); sin embargo, su afinidad es muy
baja ya que se une en una proporcion de 1/10,000 con respecto al 17f3-
estradiol (Kuipery cols., 1998). Los efectos del BPA sobre el ER dependen del
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tipo de receptor al que se une; por ejemplo, se ha descrito que la unién del
BPA con el ER-B (ER2) causa un efecto agonista, mientras que su union al
ER-a (ER2) causa efectos agonistas y antagonistas (Hiroi y cols., 1999). Estos
antecedentes sugieren que la presencia del receptor ER1 en las células de la
teca y del ER2 en las células de la granulosa en los foliculos de ovario le
confieren susceptibilidad al ovario para ser blanco de la accién del BPA. Sin
embargo, los efectos resultantes podrian depender de la concentracion del
BPA.

Diversos efectos bioldgicos en diferentes tejidos han sido atribuidos a
exposiciones a dosis bajas de BPA. Estudios en modelos in vitro han revelado
una variedad de vias moleculares a través de las cuales el BPA puede generar
respuestas celulares. El efecto primario del BPA como disruptor endocrino va
mas alla de su habilidad para mimetizar, promover o inhibir la actividad de los
estrogenos enddgenos y/o de alterar la accion del receptor nuclear a
estrégenos e incluye también: los efectos sobre el sistema de andrégenos;
alteracion en el funcionamiento de las hormonas tiroideas; efectos sobre el
desarrollo, diferenciacion y funcion del sistema nervioso central, asi como

efectos sobre el sistema inmune (Wetherill y cols., 2007).

1.3 Aparato reproductor femenino

1.3.1 Elovario y su fisiologia

El ovario es un érgano que esta constituido por foliculos y células del estroma.
El foliculo es la unidad estructural del ovario que se constituye de células
germinales (ovocitos) y células somaticas (células de la granulosa y células de
la teca). La funcion del ovario adulto esté influenciada por la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), hormonas secretadas por la
glandula hipdfisis anterior bajo el control pulsatil de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) proveniente del hipotalamo. Para ejercer sus efectos,
la LH se une a su receptor (LHR) localizado en las células de la teca, mientras

gue la FSH se une a su receptor (FSHR) localizado en las células de la
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granulosa. Las células de la teca poseen ER1 y las células de la granulosa
poseen ER2. La funcionalidad de estos receptores es indispensable para las
funciones del ovario tales como: owulacion, produccion de estrogenos y
ciclicidad (Richards y Pangas, 2010).

1.3.2 Desarrollo folicular (foliculogénesis) y maduracion del complejo
ovocito-células de la cumula (COC)

Los diferentes estadios del desarrollo folicular se ilustran en la figura 3; durante
la vida reproductiva media, algunos foliculos primordiales crecen a foliculos
primarios que contienen un ovocito ligeramente mas grande rodeado por una
capa de células de la granulosa con forma de cubo. Los foliculos primarios
crecen al estado preantral, el cual es caracterizado por un ovocito rodeado de
2 a 4 capas de células de la granulosa y una capa de células de la teca. Los
foliculos preantrales crecen a foliculos antrales y tienen la caracteristica de
poseer mas de 4 capas de células de la granulosa, un espacio antral formado
por el fluido folicular y una capa de células de la teca que delimita al foliculo.
Los foliculos antrales son los encargados de sintetizar hormonas esteroideas
como los estrégenos y androgenos. Los estrogenos producidos por los
foliculos antrales estimulan la secrecion de la FSH por parte de la hipdfisis, la
cual estimula el crecimiento del foliculo antral a foliculo preowulatorio

(Hernandez-Ochoa y cols., 2018).

Primordial Primario Preantral Antral Preovulatorio

o Celulas de lagranulosa

Celulssdelateca

Espacioantral | )
Celulasde lacumula

Figura 3: Estadios del desarrollo folicular (Hernandez-Ochoay cols., 2018).
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Durante los estadios finales del desarrollo folicular, las células murales de la
granulosa incrementan la sintesis de estrogenos, por lo que los niveles de
estos en el suero se elevan significativamente. Este efecto ejerce una
retroalimentacion positiva sobre la pituitaria para incrementar la liberacion de
gonadotropinas, en particular de la LH, dando como resultado una descarga
de LH. La union de la LH a sus receptores localizados en las células murales
de la granulosa se ven aumentados y esto activa las vias de sefalizacion que
promueven la maduracion del ovocito. El incremento de la union de la LH a su
receptor, eventualmente, regula de forma negativa la via esteroidogénica que
permite la sintesis de estradiol y las células cambian la sintesis esteroidea
hacia la produccion de progesterona para la fase lutea. Bajo la influencia de la
LH, los ovocitos primarios maduran a traves de una compleja interaccion entre
las células foliculares y el ovocito, involucrando numerosas vias metabdlicas

(Hernandez-Ochoa vy cols., 2018).

En el foliculo preowlatorio (Figura 3), las células de la granulosa que rodean
al ovocito forman un nuevo linaje denominado células de la cimula, las cuales
forman, junto con el ovocito el complejo ovocito-células de la cumula (COC,
por sus siglas en inglés: cumulus oocyte complex) (Figura 4). Las células de
la camula proveen al ovocito de nutrientes, nucleétidos, iones, etc., ademas,
poseen receptores a FSH y reciben las sefiales que las células de la granulosa
(células murales) le envian al ovocito durante la maduracién y el proceso de

owulacion (Hernandez-Ochoa y cols., 2018).
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COCantesdela
expansion COCexpandido

Figura 4. COCs antes y después de la expansion de las células de la camula (Hernandez-
Ochoay cols., 2018.

Como ya lo comentamos anteriormente, el COC es blanco del proceso
denominado maduracion del ovocito el cual prepara al ovocito para que, al ser
liberado, tenga la capacidad de ser fertilizado y de desarrollar un cigoto. Dos
de los principales procesos que involucra la maduracién son: la progresion de

la meiosis (maduracion del nicleo) y la expansion de las células de la camula.

1.3.3 La maduraciéon del ovocito (reanudacion y progresion de la
meiosis)

La meiosis es un evento exclusivo de las células germinales, cuyo objetivo es
la division de las células germinales para generar gametos femeninos y
masculinos haploides a partir de células diploides (2n), estas células deben
realizar dos divisiones celulares sucesivas para culminar con la produccion de
cuatro células haploides (1n). La meiosis se completa por medio de dos
divisiones celulares (meiosis | y meiosis Il). En la meiosis I, los miembros de
cada par homologo de cromosomas se distribuyen en diferentes nucleos y en
la meiosis Il, las crométidas hermanas que formaban a cada cromosoma se
separan y se distribuyen en los nucleos de las células hijas (Xuy cols., 2012).
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1.3.3.1 Reanudacioén y progresion de la meiosis

La reanudacion de la meiosis esta dada por la ruptura de la vesicula germinal.
Y después se da la progresion, desde la profase |, donde se encuentra
arrestado el ovocito inmaduro, hasta la metafase Il (MIl) donde se libera el
primer cuerpo polar y es arrestado nuevamente hasta la fertilizacion. Los
estadios por los cuales avanza la meiosis son: profase I, metafase |, anafase
l, telofase |y MIl. La correcta congregacion del material genético, asi como la
correcta posicién de los cromosomas en el huso meidtico logran la maduracion
nuclear del ovocito, la cual es necesaria para que se lleve a cabo una
fertilizacion exitosa. La profase | o prometafase | es el estadio de transicion
entre la ruptura de la vesicula germinal y la metafase |, morfolégicamente
presenta una forma de roseta. La metafase | es el estadio donde se lleva a
cabo el reacomodo de los cromosomas (2n), los cuales se alinean en el
ecuador del huso meidtico. El estadio de anafase | (2n) se presenta cuando
los cromosomas, que se encuentran alineados y congregados en el huso
meidtico, comienzan a separarse. El estadio de telofase | muestra a los
cromosomas segregados en polos opuestos, es decir, que ya se llevd a cabo
la separacion del material nuclear (2n), una parte formara el primer cuerpo
polar y la otra parte continuara con la meiosis en el ovocito. Finalmente, en el
estadio de M, los cromosomas (1n) se encuentran alineados de nuevo en el
ecuador del huso meiético y se observa la presencia del primer cuerpo polar
(Xuy cols, 2012).

A nivel molecular, para poder llevar a cabo la maduracion del ovocito y
posteriormente su owulacion, el foliculo preowulatorio debe recibir un estimulo
detonante; en la mayoria de los mamiferos, este estimulo lo da la LH; en
sistemas in vitro, este estimulo se da con sustancias como la LH, FSH y EGF
(Gershon vy cols., 2008). Para que el estimulo de la LH saque al ovocito del
arresto meidtico, las células de la granulosa del foliculo owulatorio (células
murales) reciben el estimulo de esta hormona, ya que disponen de receptores

ala misma (LHR) y envian las sefiales al COC para dar inicio a la maduracion.
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Las células de la cumula y el ovocito comienzan a enviar sefiales paracrinas
entre si para que se desencadene la progresion de la meiosis.

Por otro lado, para el arresto meidtico en el COC se requiere de la presencia
y funcionamiento de las uniones Gap que son canales intercelulares formados
por la unién de dos unidades proteicas (conexones) ubicados en cada célula
gue va a ser comunicada, las cuales mantienen el trafico bidireccional de
moléculas entre las células de la cumula y el ovocito (Gershon vy cols., 2008).
Otros factores presentes en concentraciones importantes para mantener el
arresto son el GMPc y el AMPc. Después del estimulo de la LH, la produccién
de AMPc aumenta a través de la adenilato ciclasa para estimular la actividad
de las proteinas PKA y PKC, las cuales estimulan la produccién de factores
relacionados con el EGF en las células de la cmula. Estos factores inducen
la actividad de MAPK (por sus siglas en inglés: mitogen-activated protein
kinase), responsables de fosforilar a las conexinas y cerrar las uniones Gap
en el COC. Con el cierre de la comunicacion mediada por uniones Gap en el
COC se impide el libre transito del AMPc y el GMPc. La disminucion de GMPc
en el ovocito activa a la fosfodiesterasa 3A (PDE3A), la cual hidrolizara al
AMPc, que al disminuir su concentracion provocara que la PKA reduzca su
actividad, se active la fosfatasa Cdc25b y se inactive la cinasa Weel/Myt, lo
gue resulta en la defosforilacion de CDKI. Finalmente, esta defosforilacion
resulta en la activacion del factor promotor de la meiosis (MPF, por sus siglas
en inglés: maturation promoting factor), el cual es una serina-treonina cinasa
compuesta por la cinasa dependiente de ciclinal (CDKI) y la ciclina B, lo que
induce la salida del arresto meiético (Tripathi y cols., 2010). Como parte de la
reanudacion de la meiosis, la activacion de la MAPK en las células de la
cumula (no en el ovocito) da comienzo a la reorganizacion del huso meidtico.
Primero, la MAPK interrumpe la GJIC al fosforilar a la Cx43, lo que promueve
el cierre de las uniones Gap, posteriormente, la MAPK orquesta la
reorganizacion de los microtibulos y la posicién del huso meidtico cercade la

corteza del ovocito (Sela-Abramovich y cols,, 2006; Tripathi y cols., 2010).
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1.3.4 Problemas de fertilidad femenina

Se define a la infertilidad como la dificultad de una pareja para concebir
después de un afio de coito sin protecciéon. En las dltimas décadas se ha
observado un incremento en los problemas de fertilidad relacionados con
alteraciones reproductivas femeninas. Las causas principales de infertilidad en
los seres humanos estan relacionadas con disfuncién en la owulacion (15%),
bloqueo o alteracién en los oviductos (35%), anormalidades espermaticas
(35%) y otras causas como anormalidad del Utero, pdélipos o causas sin
explicaciéon aparente (15%) (Case, 2003).

Estadisticas a nivel mundial reportan que 15 de cada 100 parejas presentan
algun problema para procrear. La tasa de infertilidad en América Latina es del
3.1%. Actualmente existen en Meéxico 1.5 millones de casos de infertilidad
segun el INEGI, el 10% de las parejas son infértiles, 60% de estos problemas
se relacionan con factores femeninos, 30% a los factores masculinos y 10% a
factores relacionados con las dos personas que forman la pareja (Martinez-

NUfez y cols., 2012).

En la Ciudad de México, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
atiende cada afio 10 mil casos de infertilidad en el Hospital de Ginecologia y
Obstetricia No. 3 del Centro Médico La Raza, en donde dan atencion a las
mujeres y sus parejas. Los problemas reproductivos mas comunes que se
atienden estan relacionados con alteraciones en la owulacion y con infecciones

cérvico-vaginales que interrumpen la gestacion (IMSS, 2018).

Los factores que contribuyen a la disfuncién owulatoria no se han establecido
completamente, pero se ha descrito que la exposicion a xenobiéticos puede
alterar la formacion y/o desarrollo de los foliculos y, en consecuencia, disminuir
la fertilidad femenina (Sharara y cols., 1998). El grado de dafio en la fertilidad
depende del tipo de foliculo que es blanco del xenobidtico (Shararay cols.,
1998; Hoyer, 2005). Cuando los foliculos antrales son blanco puede ser causa
de infertilidad temporal; sin embargo, si se afectan estadios foliculares del
desarrollo temprano como los foliculos primordiales y primarios, el resultado

puede ser infertilidad irreversible debido a que estos tipos celulares son
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irremplazables (Hoyer, 2005). Por esta razén, es importante conocer los tipos
celulares en el ovario que son blanco de efecto por la exposicion a xenobioticos
gue pueden afectar la reproduccion, como el BPA, y asi proponer medidas de

prevencion.

1.3.4.1 Efecto del BPA en lafertilidad femenina

Como parte de las evaluaciones con dosis relevantes, los efectos de la
exposicion al BPA sobre el tracto reproductivo femenino han sido ampliamente
estudiados en los Ultimos afios, tanto en modelos animales y celulares como
en la poblacién humana (Hunt y cols., 2003; Mlynarcikova y cols., 2009;
Machtinger y Orvieto, 2014; Moore-Ambriz y cols., 2015). En mujeres se ha
asociado la exposicion al BPA con el sindrome de ovario poliquistico,
incidencia de abortos espontaneos, partos prematuros, afectaciones durante
la maduracion del ovocito y problemas en la fertilizacion e implantacion del
cigoto (Sugiura-Ogasawara Y cols., 2005; Cantonwine Y cols., 2010; Kandaraki
y cols., 2011; Machtinger y cols., 2013). En modelos animales se ha reportado
gue la exposicion al BPA provoca alteraciones en el ciclo estral, alteracién en
la foliculogénesis, disminucién en la fertilizacién, alteracién en la maduracion
del ovocito (meiosis) y presencia de aneuploidias (Hunt y cols., 2003; Cany
cols., 2005; Susiarjo y cols., 2007; Eichenlaub-Ritter y cols., 2008; Varayoud y
cols., 2011; Moore-Ambriz y cols., 2015).

Es importante recalcar que la exposicién al BPA depende de los usos y
costumbres que cada persona tenga, ya que el consumir alimentos y bebidas
embotellados y/o enlatados, el reciclar envases de policarbonato, el uso de
resinas dentales que contengan BPA, etc., incrementara la exposicion al
compuesto, promoviendo alteraciones varias en el organismo incluyendo las
del tracto reproductivo. Ademas, la edad de la exposicion al BPA es importante
ya que la exposicién en etapas criticas del desarrollo puede ocasionar
problemas irreversibles, comparados con exposiciones temporales en la etapa

adulta gue pueden alterar pardmetros ciclicos y cuyo dafio puede revertirse.
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1.3.4.2 Efecto del BPA sobre la maduracion del ovocito

Existen diversos estudios donde se reporta un efecto del BPA sobre los
parametros que involucran a la maduracion del ovocito (meiosis y expansion
de las células de la cumula). En un estudio que evalu6 la expansion de las
células de la cumula en COCs porcino expuestos a 100 uM de BPA se observé
una disminucién en la expansion y una alteracion en la formacion de la matriz
extracelular debida a un reacomodo del acido hialurénico presente en el medio
de cultivo (Mlynarcikova y cols., 2009). Existen varios estudios que reportan
que el BPA causa alteraciones en la reanudacion y progresion de la meiosis,
tanto en cultivos primarios, como en modelos in vivo; estos estudios han
reportado fallas en la congregacién de los cromosomas y en la formacion del
uso meidtico (Hunt y cols., 2003; Can y cols., 2005; Susiarjo y cols., 2007,
Eichenlaub-Ritter y cols., 2008; Machtinger y cols., 2013; Wang y cols., 2016).

Sin embargo, los potenciales mecanismos de toxicidad no son claros adn.

1.4 Uniones Gap

1.4.1 Estructuray funcion

Las conexinas son una gran familia de proteinas de membrana, se encuentran
de forma ubicua en todos los organismos animales formando las uniones Gap
gue comunican a las células entre si. Existen 20 tipos de conexinas en el raton
y 21 en el ser humano, son producidas por genes diferentes y varian mucho
de tamafio entre si. La estructura béasica de las conexinas es la siguiente:
tienen cuatro dominios de membrana, dos loops extracelulares, un loop
citoplasmatico, una terminacion citoplasmatica Ny una C. Cabe sefalar que
los loops extracelulares son los encargados de formar los dominios de
contacto que permiten la union de las conexinas de conexones de células
adyacentes (Figura 5) (revisado en Kidder y Mhawi, 2002). La funcién que se
les conoce mejor es la de formar canales membranales intercelulares de
uniones Gap, que son estructuras que permiten compartir iones inorganicosy
pequefias moléculas entre las células en un proceso conocido como

comunicacion celular mediada por uniones Gap (GJIC, por sus siglas en
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inglés: gap junctional intercelular communicaction). Los canales se forman
mediante la formacién de un hemicanal en cada una de las células que se va
a comunicar. Los hemicanales, también llamados conexones estan formados
por la unién de seis conexinas (Figura 5). Cuando el conexén de una célula se
une con el conexén de otra se forma la union Gap. De forma general, los
conexones se presentan en la membrana celular en forma de densas placas

con gran cantidad de ellos (Revisado en Winterhager y Kidder, 2015).

Espacioextracelular
E2

M2 M4

M1 M3 ‘, ‘ .

oo e R

Espaciointracelular ‘ | ‘ | ’
an -

' W ot H “

Placa deuniones Gap

]

Conexina Conexon
Canal

Intracelular
(union Gap)

Figura 5. Uniones Gap (Modificado de Kidder y Mhawi, 2002)

Las conexinas que se encuentran de manera consistente en los foliculos
ovaricos antrales de los mamiferos (incluidos el raton y el ser humano) son la
Cx37 y la Cx43. En los ovarios de ratdn, la Cx37 se localiza formando
conexones en la superficie del ovocito mientras que la Cx43 conecta a las
células de la granulosa entre siy a las células de la granulosa con el ovocito
(Kidder y Mhawi, 2002).

Las células de la granulosa y posteriormente las células de la cimula proveen
al ovocito de nutrientes, iones, nucleétidos y otras moléculas a través de la
GJIC. En sentido inverso, el ovocito envia sefiales moleculares a las células
de la cumula para mantener estables las concentraciones de AMPc y GMPc

en el ovocito que forma parte del foliculo antral. La GJIC permanece en el COC
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mientras el foliculo antral se encuentra en desarrollo y durante el reclutamiento
folicular provocado por la FSH. Después del estimulo de LH, las conexinas son
fosforiladas, lo que promueve el cierre del canal e impide el trafico molecular,
resultando en el desencadenamiento de la sefializacion para la reanudaciony
progresion de la meiosis en el ovocito (maduracion nuclear) (Yokoo y Sato,
2004).

1.4.2 Efecto del BPA sobre las uniones Gap

La funcionalidad de las uniones Gap también ha sido evaluada después de
una exposicion a BPA. Se ha observado que el BPA altera la comunicacion
mediada por uniones Gap en cultivos celulares asi como en un cultivo de
células de glandula mamaria y de Sertoli (Lee y Rhee, 2007; Salian y cols.,
2009), En el caso del efecto de BPA sobre las uniones Gap en ovocitos y
COCs, se han observado alteraciones en las fluctuaciones de Ca** (Mohriy
Yoshida, 2005) ; alteracion en la expresion de los genes de las conexinas y
alteraciones en la cantidad de trafico por las GJIC (Campen y cols., 2017) y el
bloqueo reversible de los canales de las uniones Gap en ovocitos de Xenopus
(Ohy cals., 2015).

Tomando como base la informacion anterior, no existen estudios que integren
los efectos del BPA sobre los procesos de la maduracion del ovocito
(reanudacion y progresion de la meiosis y expansion de las células de la
cumula) con el efecto sobre las uniones Gap y la GJIC que ejerce sobre
diferentes tejidos como la glandula mamaria, tejido testicular y el foliculo
ovarico, principalmente el COC.
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1.5 Justificacion
En la vida moderna en la que nos encontramos inmersos, las mujeres en edad
reproductiva son una poblacion wilnerable yaque, el uso de envases plasticos
y de latas cubiertas con policarbonato, que contiene BPA es muy comun.
Ademas, se sabe que los problemas de fertiidad han aumentado y los
contaminantes ambientales juegan un papel importante ya que pueden
mimetizar la funcion de algunas hormonas las cuales son detonantes de
NUMeEerosos procesos reproductivos.
Se sabe que la exposicion al BPA causa alteraciones de la funcion ovarica
como problemas en la reanudacion y progresion de la meiosis en el ovocito,
esto da como resultado ovocitos de mala calidad, no competentes para ser
fertiizados. De manera mas especifica, el BPA altera la reanudacion y la
progresion de la meiosis afectando la congregacion de los cromosomas Y la
formacion del huso meiotico. Ademas, se ha reportado la disminucion en la
expansion de las células de la cumula causada por el BPA, y este es un
parametro de calidad del ovocito importante para que se lleve a cabo la
fertilizacion del mismo.
También se ha observado que el BPA promueve el cierre de las uniones Gap,
inhibiendo la GJIC en diferentes tejidos como el tejido de glandula mamaria y
el testicular.
Por todo lo anterior es de nuestro interés relacionar el efecto de la exposicion
a BPA sobre el cierre de las uniones Gap en el COC, como un posible
mecanismo que promueva la maduracion del ovocito, evaluando el efecto
sobre la maduracion del ndcleo (progresion y reanudacion de la meiosis) y
sobre la expansion de las células de la camula.
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1.6 Hipotesis

La exposicion a BPA durante la maduracion del ovocito alterara la progresion
de la meiosis a través de la modificacion del momento del cierre de las
uniones Gap en el COC.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo General
Determinar si el BPA altera la progresion de la meiosis durante la maduracion
del ovocito a través de un efecto sobre el cierre de las uniones Gap que

comunican a las células de la cumula entre si, y con el ovocito.

1.7.2 Objetivos Particulares
1) Evaluar la citotoxicidad del BPA sobre los ovocitos de COCs murinos
expuestos en un sistema in vitro.
2) Evaluar la expansion de las células de la cumula alrededor del ovocito en
COCs murinos expuestos a BPA en un sistema in vitro.
3) Evaluar la reanudacion de la meiosis en COCs murinos expuestos a BPA
en un sistema in vitro sin un estimulo de maduracion.
4) Evaluar la progresion de la meiosis en COCs murinos expuestos a BPA en
un sistema in vitro con un estimulo de maduracion.
5) Evaluar el efecto del BPA sobre la funcion de las uniones Gap (Cx37 y Cx43)

en el COC de ratdén en un sistema in vitro.
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2. METODOS
2.1 Reactivos

El BPA (99% pureza), dietilestilbestrol (DES), dimetilsulféxido (DMSO), Triton
X-100, Hoechst 22242, ioduro de propidio (IP), aceite mineral de calidad
embrionaria (embryo-tested), PIPES, glicerol, cloruro de magnesio
hexahidratado, insulina-transferrina-selenio (ITS), penicilina-estreptomicina
(P/S), 6-diazo-5-o0xo-L-norleucina (DON), ethylene glicol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N",N-tetracetic acid (EGTA) y carbenoxolona (CBX)
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). La albumina sérica
bovina (BSA) fue comparada a Merck Millipore (Billerica, MA, USA). El medio
de cutivo “minimum essential medium” (MEM)-GlutaMAX ®-1Yy el suero fetal
bovino (SFB) fueron obtenidos de Gibco (Invitrogen, Carisbad, CA, USA). La
hormona gonadotropina corionica equina (eCG) fue obtenida de Intervet
(Summit, NJ, USA). El Vectashield fue comprado a Vector Laboratories
(Burlingame, CA, USA). El factor de crecimiento epidermal recombinante
humano (EGF) fue obtenido de ProSpec-Tany TechnoGene Ltd. (Rehovot,
Israel). La Calceina-AM (39, 69-Di(O acetyl)-29,  79|N,N-bis
(carboxymethyl)amino-methyl]-fluorescein, tetraacetoxy methyl ester) fue
comprado de Molecular Probes (Eugene, OR, USA). El kit RNeasy Mini Kit fue
obtenido de Qiagen (Hidden, Alemania). El kit iScript cDNA synthesis fue
obtenido de Bio-Rad (Hercules, CA, USA), Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix fue comprado de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). El
anticuerpo primario anti-conexina 43 (H-150) fue obtenido de Santa Cruz
Biotechnology Inc. (California USA). El anticuerpo secundario Alexa Fluor 594
Donkey anti-rabbit IgG fue obtenido de Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. (West Grove, PA, USA).

2.2 Disefio experimental
El disefio experimental utilizado en el presente estudio se muestra en la Figura
6.
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Figura 6. Disefio experimental. eCG, gonadotropina coriénica equina,; i.p., intraperitoneal; GVBD, ruptura de la vesicula germinal; Cx43,
conexina 43; Cx37, conexina 37; COC, complejo ovocito células de la cimula; EGF, factor de crecimiento epidermal; BPA, bisfen ol A; CBX,
carbenoxolona; DES, Dietilestilbestrol; DON, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina; Mll, metafase II.
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2.3 Preparacion de soluciones
Las soluciones stock de BPA'y DES (20 mM y 10 mM respectivamente) fueron
preparadas en DMSO como disolvente. Las soluciones de trabajo de BPA (5,
50, 500 y 5000 uM) y de DES (0.5 mM) también fueron preparadas en DMSO.
Cada solucion de trabajo fue disuelta en medio de cultivo el dia que se realizo
cada experimento para obtener las concentraciones finales de 0.2, 2, 22, 220
y 2200 nM de BPA y 37 nM de DES en el cultivo. La concentracién de DMSO
nunca excedio el 0.1% en los diferentes cultivos. La concentracion de 220 nM
de BPA es equivalente a la dosis reportada como la dosis de referencia segura
para consumo humano (50 pg/kg/d) por la EPA en USA (U:S: Environmental
Protection Agency, 1988). La concentracion de DES 37 nM (equivalente a 10
pg/kg/d) fue seleccionada porque ha sido reportada como causa de toxicidad
en el sistema reproductivo femenino (Moore-Ambriz y cols., 2015). Se
utilizaron los controles positivos DON 1 mM para la evaluacion de expansion
de las células de la camula o CBX 200 uM para las evaluaciones de GJIC. El
DON se diluy6 primero en agua deionizada (29.21 mM)y posteriormente se
diluyé en MEM-GlutaMAX ®-1 para obtener la solucion de trabajo. La CBX
también se diluyd primero en agua deionizada para formar una solucién stock
de 10mg/mL (16.26 mM), posteriormente se llevd al volumen de la solucién de
trabajo en medio MEM-GlutaMAX ®-1.
Cabe sefialar que el objetivo de usar los tres controles positivos (DES, DON y
CBX) fue el siguiente:
a) El DES es considerado un disruptor endécrino altamente estrogénico que
mimetiza las funciones “estrogénicas” que pueda ejercer el BPA en nuestro
sistema;
b) el DON es un inhibidor de la sintesis de acido hialurénico y su funcion en
nuestro sistema fue inhibir la expansion de las células de la cumula
c) la CBX es conocida por su capacidad de bloquear la comunicacion entre las
uniones Gap. Los tres controles apoyaron las hipotesis del comportamiento

(efecto) del BPA en el proceso fisiolégico estudiado.
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2.4 Animales

Para este estudio se eligié a la cepa de ratones C57BL/6J debido a que
presenta mayor sensibilidad a los compuestos estrogénicos comparados con
otras cepas como la CD-1 (Spearow y cols., 1999; Pepling y cols., 2010). Estas
diferencias en la sensibilidad a los compuestos estrogénicos han sido
atribuidas a variaciones genéticas de la cepa elegida con respecto a otras
(Spearow y cols., 1999). Se utilizaron ratones hembra inmaduras (4 semanas
de edad) las cuales fueron obtenidas de la colonia de reproduccién del bioterio
del Cinvestav-IPN. Los animales fueron alojados en cajas de polisulfonato con
filtro y mantenidas en el bioterio con ciclos de luz-oscuridad de 12 h, a una
temperatura constante de 21 + 1°C, 50% de humedad relativa y alimentacion
y agua ad libitum. Todos los procedimientos realizados en los ratones se
llevaron a cabo de acuerdo con los lineamientos internacionales establecidos
para el uso y el cuidado de los animales de laboratorio. Estos procedimientos
se llevaron a cabo previa autorizacion del Comité de Investigacion para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del CINVESTAV-IPN (CICUAL) y
de la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio
(UPEAL; protocolo nimero 0147-15)

2.5 Cultivo de COCs
Ratones hembra de la cepa C57BL/6J de aproximadamente 30 dias de edad
fueron sacrificadas por dislocacion cervical 48 h después de inyectarse 5 Ul
de hCG por via intraperitoneal. Los ovarios fueron disecados y puestos en
cajas de Petri con medio MEMa. Los foliculos preowulatorios (400 ym) fueron
puncionados con pinzas de relojero del nimero #5 con el objetivo de liberar el
COC. Para realizar los cultivos, los COCs fueron colocados en gotas de 20
(12-15 COCs por gota) de MEM-GlutaMAX® suplementado con 5% SFB, 1%
ITS y 1% P/S. Las soluciones de trabajo del BPA, DES, DON o CBX se
adicionaron a los medios en los volimenes adecuados para obtener las
concentraciones deseadas. El MEM-GlutaMAX® con DMSO (0.1%) fue usado

como control negativo. Todas las gotas de medio con el cultivo primario de los
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COCs fueron cubiertas con aceite mineral para cultivo embrionario e
incubados dentro de una camara humeda a 37°C con 5% de CO2. Después de

esta incubacion, se llevaron a cabo las siguientes evaluaciones con los COCs:

a) Evaluacion de la expansion de las células de la cumula.
b) Evaluacion de la viabilidad de los ovocitos.
c) Evaluacion de la progresion de la meiosis.

d) Evaluacion de la localizacién de uniones Gap.

2.6 Viabilidad del ovocito

2.6.1 Principio

La viabilidad celular es el primer parametro que se utiliza para evaluar el efecto
toxico de un compuesto. La muerte de las células puede ser observada
mediante colorantes que ingresan a las células debido a cambios en su
morfologia o en procesos enzimaticos que permiten el acceso e incorporacion
de los diferentes pigmentos.

2.6.2 Procedimiento

Después de realizar la incubacién de 2 h y la de 16 h con el estimulo de
maduracion, las células de la cumula fueron retiradas de los COCs con 15
mg/ml de hialuronidasa durante 12 min, también se realiz6 pipeteo de forma
delicada para realizar una mejor remocion de las células de la cumula.
Después de la inoculacion con hialuronidasa, los ovocitos fueron lavados con
medio y se incubaron con ioduro de propidio (10 pg/ml) por 10 min seguido de
una segunda incubacion con Hoechst 33342 (10 pg/ml) por 10 min.
Finalmente, los ovocitos tefiidos fueron montados en portaobjetos con glicerol

90% vy sellados con esmalte para evitar la deshidratacion de la muestra.
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2.7 Expansion de las células de la cumula

2.7.1 Principio

La evaluacion de la expansion de las células de la cumula es un parametro
gue evalla la maduracion del ovocito. Después del estimulo de maduracion,
las células de la cimula comienzan a separarse debido a la incorporacién de
moléculas secretadas por ellas mismas y provenientes del fluido folicular con
el objetivo de formar una matriz extracelular donde se encuentren embebidas

para que el COC pueda moverse libremente a través del oviducto.

2.7.2 Procedimiento

Para llevar a cabo esta evaluacion, se obtuvieron imagenes de los COCs antes
y después del estimulo con EGF, usando una camara (Lumenera, Ottawa, ON,
Canada) conectada a un microscopio estereoscoépico (Olympus SZ61; Tokio,
Japdn). La expansion de las células de la cumula fue analizada de las
imagenes obtenidas con el software Image Pro Premier v 9.0 (Media
Cybernetics, Inc., Rockville, MD, USA). La diferencia entre las areas de la
segunda y primera medidas, correspondiente al antes y después de la

expansion, fue considerada como el total de la expansion por cada COC.

2.8 Evaluacion de la maduracién nuclear del ovocito

2.8.1 Principio

La evaluacion de la maduracion nuclear del ovocito se realiza tomando como
referencia las caracteristicas morfologicas de las diferentes etapas de la
meiosis por las que atraviesa este gameto. De forma general, la evaluaciéon se
realiza con ayuda de tinciones que marcan el material nuclear del ovocito. La
reanudacion de la meiosis en el ovocito, el cual se encuentra arrestado en la
profase | (Pl) y reanuda la meiosis después del estimulo de maduracion y
progresa hasta la metafase Il (MIl). Los diferentes estadios de la maduracion
de la meiosis son: vesicula germinal (VG), ruptura de la vesicula germinal
(GVBD), metafase | (Ml), anafase-telofase | (A/T I), metafase Il (Mil)
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2.8.1.1 Evaluacion de la reanudacion y progresion de la meiosis

2.8.1.1.1 Procedimiento

Para evaluar la reanudacion meiética, los COCs tratados con BPA fueron
inmediatamente transferidos a gotas de medio MEM-GlutaMAX® para ser
lavados, posteriormente se incubaron con hialuronidasa al 1% por 10 min para
desnudar a los ovocitos. Después, los ovocitos fueron montados sobre
laminillas gelatinizadas y transferidos a gotas con un amortiguador
estabilizador de microtibulos (0.1 M PIPES, 2.5 mM EGTA y 5 mM MgCl)
conteniendo 1% de triton y 2% de formaldehido por 30 min. Después de 3
lavados con MEM-GlutaMAX®, los ovocitos fueron incubados con IP por 10

min y después fueron montados usando Vectashield® y un cubreobjetos.

2.8.1.2 Evaluacion de lareanudacion meidtica y progresion a Mil
2.8.1.2.1 Procedimiento

La evaluacion de la reanudacién y progresion de la meiosis se realizd con base
en la clasificacion utilizada por Xu y cols. (2012) y Huang y cols. (2016). Para
cada tratamiento se realizo la evaluacion en porcentajes del estadio meidtico
en el que se observd a cada ovocito.

Un ovocito en estadio de wvesicula germinal (GV) se caracteriza
morfolégicamente por la presencia del material nuclear descondensado y se
considera arrestado en profase I. Un ovocito en estadio GVBD, el cual se
caracteriza morfolégicamente por la presencia de cromosomas organizados
en forma de "roseta" (diploide, 2n), se considera que ha reanudado la meiosis
(Dekel, 2005).

Para evaluar la progresion de la meiosis, se adicionaron 25 ng/mL de EGF a
cada gota de medio conteniendo COCs pretratados con BPA; a las 16 h post-
estimulo, los ovocitos se desnudaron con hialuronidasa 1% y se tifieron con
ioduro de propidio como se describi6 arriba. La incubacion con EGF por 16 h
se realiz6 para mimetizar el estimulo de la LH y promover la reanudacion de
la meiosis y la progresién de la misma de profase | a MIl (maduracion nuclear)

(Hsieh y cols., 2007; Ritter y cols., 2015). Se consider6 un ovocito en estadio
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de prometafase (PM) cuando presentaba una morfologia similar a la GVBD
(forma de roseta). Un ovocito en estadio de metafase | (MI) presentd una
morfologia con los cromosomas alineados en un huso meidtico (2n). Se
consider6 a un ovocito en estadio de anafase | (Al) cuando los cromosomas
comenzaban a separarse. Un ovocito en estadio de telofase | (Tl) se observé
con la segregacién de cromosomas a los polos opuestos (2n). Se consider6 a
un ovocito en estadio de MIl cuando los cromosomas se alinearon de nuevo
en el huso meiético (1n) aunado a la presencia del primer cuerpo polar (célula
haploide).

2.9 Ensayos de comunicacion de uniones Gap en el COC

2.9.1 Andlisis Gap-FRAP (Fluorescence recovery after photobleaching)
2.9.1.1 Principio

La evaluacion de la GJIC en el ovocito durante la maduracion in vitro es un
ensayo descrito por Santiquet y cols. (2012) que consiste en la evaluacion de
las GJIC entre las células de la cumula al incubar el COC con calceina-AM. El
grupo acetometoxil (AM) acoplado a la calceina le proporciona caracteristicas
altamente lipofilicas para permear rapidamente através de las membranas de
células vivas hasta llegar al citoplasma. Una vez dentro, la calceina es
hidrolizada por las esterasas enddégenas que rompen el enlace del grupo
acetometoxil (AM), dejando libre a la calceina impermeable a la membrana
que al ser excitada a una longitud de onda de 495 nm emite fluorescencia
verde a 515 nm. El método de Gap-Frap consiste en realizar un fotoblanqueo
en 3-4 células con un laser de argdn y posteriormente se evalla el tiempo en
el que la célula fotoblanqueada recupera la fluorescencia, la cual es provista
desde otras células con las que tienen comunicacion por uniones Gap. El
monitoreo de la redistribucion del fluorocromo se puede evaluar como una

curva de recuperacion en funcion del tiempo (Wadey cols., 1986).
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2.9.1.2 Procedimiento

La comunicacion a traves de las uniones Gap (GJIC) fue analizada usando un
ensayo de Gap-FRAP de acuerdo al realizado por Ratchford y cols. (2008) y
Santiquet y cols. (2012). La molécula calceina-AM fue utilizada porque su
fluorescencia se observa sOlo en células vivas y la transferencia de la
fluorescencia de una célula a otra depende de la propia GJIC ya que, las
esterasas de las células rompen en enlace de la calceina con el "AM", lo cual
impide que la molécula fluorescente salga de la célula a través de difusion
pasiva y sblo pueda pasar de una célula a otra a través de las uniones Gap
(Ratchford y cols., 2008). Brevemente, después de la exposicion a BPA, los
COCs fueron incubados por 25 min con 1 uM de calceina-AM en medio de
cultivo con 0.2% de BSA con la intencion de que el medio se transfiriera a
través de las células del COC. Para evaluar la GJIC entre las células de la
cumula, se realizé un fotoblanqueo de 3 a 5regiones del COC, que se localizan
en el centro del aglomerado de las células de la cumula. El fotoblanqueo se
realizd utilizando un laser pulséatil (100%) y un microscopio confocal (Leica
TCS-SP5-MOsegundo Wetzlar, Alemania). La intensidad de la fluorescencia,
antes y después del blangueo, fue monitoreada con una serie de imagenes
continuas gque se capturaron cada 30 seg en un lapso de 10 min con apoyo del
microscopio confocal. Los datos se presentan como la media de la
recuperacion de la fluorescencia de 3-5 regiones (de al menos 3 COCs por
tratamiento en al menos 3 experimentos independientes) después de haber
blanqueado el &rea seleccionada.

2.9.2 Ensayo de comunicacién de uniones Gap hacia el ovocito

2.9.2.1 Principio

El principioes el mismo que el ensayo Gap-FRAP al utilizar a la calceina-AM,
la cual se utiliza en este ensayo para que sea transportada de las CC hacia el
ovocito. Después de retirar las células de la cimula que rodean al ovocito, éste

puede ser evaluado en un microscopio de fluorescencia y la intensidad de la
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marca puede ser cuantificada mediante un software en un lapso breve (30

min).

2.9.2.2 Procedimiento

La GJIC entre las células de la cumula y ovocitos fue analizada usando el
ensayo de comunicacién de uniones Gap en el COC de acuerdo con Sasseville
y cols. (2009) con leves modificaciones. Brevemente, de 10 a 15 COCs fueron
incubados en presencia de calceina-AM por 15 min. Se realizé una segunda
incubacion con MEM solo para permitir que la calceina-AM se transfiriera de
las células de la camula al ovocito. Después de la transferencia de la molécula
fluorescente, las células de la camula fueron removidas del ovocito con un
pipeteo suave. La intensidad de la fluorescencia fue cuantificada de
micrografias capturadas con un microscopio fluorescente (Olympus BX61)
utilizando el software Image-Pro Premier 9.0 (Media Cybernetics, Inc.,
Rockville, MD, USA) Los datos son presentados como la media de la
intensidad de la fluorescencia (unidades arbitrarias) de al menos 8 COCs por
tratamiento (de al menos tres experimentos independientes).

2.10 Localizacién de la conexina 43 por inmunofluorescencia

2.10.1 Principio

El marcaje de proteinas mediante inmunotincién permite localizar una proteina
especifica dentro del sistema celular. Se utiliza un anticuerpo especifico que
reconoce la proteina a buscar en el sistema (en este caso, Cx43), después, un
segundo anticuerpo acoplado a un fluorocromo se incorpora para reconocer al
primer anticuerpo y poder emitir una marca fluorescente en el lugar donde se
encuentra la proteina blanco. La observacién de la marca se realiza en un
microscopio de fluorescencia y/o confocal, eligiendo el filtro y la onda de luz

correcta para excitar al fluorocromo y ver la marca fluorescente.
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2.10.2 Procedimiento

La proteina Cx43 fue cuantificada por inmunotincion. Los COCs pretratados
con el vehiculo, BPA o CBX fueron montados en fresco en laminillas
gelatinizadas y fijados con etanol al 70% (-20°C/20 min). Posteriormente se
realizaron 2 lavados con PBS (uno a 4°C y otro a temperatura ambiente por 5
min). Después de realizarse un bloqueo al incubar los COCs con PBS+BSA
(0.2%) a temperatura ambiente por 10 min, los COCs fueron incubados con un
anticuerpo primario (policlonal) de conejo anti-Cx43 (Santacruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) durante toda la noche a 4°C en una dilucién 1:250. Después
de 2 lavados con PBS, los COCs se incubaron con un anticuerpo secundario
anti-conejo conjugado con el fluorocromo Alexa-Fluor 594 durante 1 h a
temperatura ambiente (Jackson Immuno Research Labs, West Grove, PA,
USA) en una dilucion 1:400. 15 min antes del final de la Ultima incubacion, el
DAPI fue adicionado en una dilucién 1:100. Se realizaron 2 lavados y las
muestras fueron montadas con Vectashield y un cubreobjetos y almacenadas
en refrigeracion y oscuridad hasta su evaluacién. Se capturaron micrografias
de los COCs en un microscopio confocal Leica TCS-SPS-MO (Wetzlar,
Alemania) y analizadas en el software Leyca Microsystems LAS AF Lite. La
intensidad de la fluorescencia fue cuantificada en tres COCs diferentes de tres

experimentos independientes.

2.11 Expresion de ARN mensajero de las conexinas 37y 43 en el COC
2.11.1 Principio

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (g-PCR) amplifica (in
vitro) un fragmento especifico de ADN, tomando como base pequefias
cantidades de un ADN molde en donde el producto se detecta conforme la
reaccion progresa. Es decir, se cuantifica de forma inmediata el producto
amplificado gracias a una marca fluorescente presente en cada una de las
amplificaciones.
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2.11.2 Procedimiento

Para la obtencion del ARN se utilizaron, aproximadamente, 30 COCs por
tratamiento usando un mini kit RNeasy (Qiagen) de acuerdo a los protocolos
de fébrica. Las concentraciones de ARN fueron determinadas en un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). EI ADN
complementario (CADN) fue preparado de muestras de ARN usando iScript
cDNA Synthesis (BIO-RAD, Hercules CA, USA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La reaccion gPCR fue realizada de acuerdo con
el protocolo de Cardenas-Gonzalez y cols., 2013. Brevemente, las muestras
de cDNA fueron mezcladas en un rango de 1:5 on Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2x) (K0221; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
y después sujetas a cuantificacion en un sistema de CR StepOnePlus ® en
tiempo real (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La proteina B-actina
(Actb) fue utilizada para cada muestra como control interno. Las secuencias
especificas de los oligonucleétidos para qPCR (5'-3°) fueron las siguientes:
Cx43 (NM _010288.3) forward: gatcgcgtgaagggaagaag; Cx43 reverse:
cagccattgaagtaagcatattttg; Cx37 (NM_008120.3) forward:
gggcgctcatgggtacctat; Cx37 reverse: gctccatggtccagccata; Actb (NM_007393)
forward: ctggcaccacaccttctac; Actb reverse: gggcacagtgtgggtgac. La gPCR fue
realizada con una incubacioén inicial de 10 min a 95°C, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 10 seg y una temperatura de alineamiento de
60°C (Cx43), 59°C (Cx37), 55°C (Actb), y una extension de 20 seg a 72°C. Los
datos son presentados como la media de las veces que se realizé el cambio

en los niveles de expresion del ARNm.

2.12 Andlisis estadistico

Los resultados fueron confirmados en, al menos, 3 experimentos
independientes. Las comparaciones entre 3 0 mas grupos fueron realizadas
usando un analisis de varianza de una via (ANOVA) y una prueba post hoc de

Dunnett. Una p=<0.05 fue considerada como significativa.
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Se utilizd el software GraphPad Prism 5 para realizar todos los analisis

estadisticos y las figuras.
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3. Resultados
3.1 Efecto del Bisfenol A sobre la viabilidad de los ovocitos

Como un indicativo de toxicidad en el COC, la viabilidad de los ovocitos fue
evaluada en los tiempos de 2 y 18 h posteriores a la exposicion de BPA. Este
parametro se evaludé en ovocitos sin previo estimulo de maduracion (indicado
como "sin EGF" en las figuras) y con el estimulo (EGF) (indicado como "EGF"
en las figuras). Después de la separaciéon de las células de la cumula, los
ovocitos fueron marcados con ioduro de propidio y Hoechst. No se observaron
diferencias significativas en la viabilidad de los ovocitos expuestos a las
diferentes concentraciones de BPA o de los controles positivos DES (evaluado
alas 2y 18 h), CBX (evaluado solo alas 2 h) o DON (evaluado soélo a las 18
h), ni entre los tiempos de exposicion (Figura 7). Estos resultados sugieren que
las concentraciones de BPA utilizadas en el presente estudio no afectan la
viabilidad de los COCs en el modelo experimental.
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Figura 7. Efecto de la exposicion a BPA sobre la viabilidad de los ovocitos. COCs de ratones
hembra fueron cultivados durante 2 h con el vehiculo (DMSO), BPA (0.22, 2.2, 22, 220y 2200
nM), DES, CBX o DON. Para promover la maduracién del ovocito, los cultivos se incubaron
con EGF (25 ng/ml) durante 16 h. Cada barra representa la media + EE de 15-57 COCsen 3
experimentos independientes. DMSO: dimetilsulféxido; DON: 6-diazo-5-oxo-L-norleucing;
DES: dietilestilbestrol; CBX: carbenoxolona; EGF: factor de crecimiento epidermal. No se
encontraron diferencias significativas con la prueba de Dunett.
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3.2 Efecto del BPA sobre presencia de la rupturade la vesicula germinal

La salida del arresto de la profase | se conoce como reanudacion meidtica, se
da como resultado del estimulo de la LH sobre el COC y se caracteriza
morfolégicamente como la ruptura de la vesicula germinal, marcando el
comienzo de la maduracién del ovocito (Fulka y cols., 1998; Salustri, 2000;
Zhuo y Shimata, 2001; Scarchilli y cols., 2007; Norris y cols., 2008; Yokoo y
cols., 2010; Shuhaibar y cols., 2015). Con el objetivo de evaluar sila exposicion
de los COCs a BPA detonaba la ruptura de la vesicula germinal, se realizé la
evaluacion con COCs expuestos por 2 h a diferentes concentraciones de BPA
(sin el estimulo de maduracion). Se observd un aumento estadisticamente
significativo en los COCs expuestos a BPA 2.2, 22 y 220 nM, en comparacion

con el grupo control (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la exposicion a BPA sobre la ruptura de la vesicula germinal. COCs de
ratones hembra fueron cultivados durante 2 h con el vehiculo (DMSO), BPA (0.22,2.2, 22,220
y 2200 nM), DES, CBX o DON. Después de la exposicidon, los ovocitos se desnudaron
mecanicamente y el material genético se tifidé con ioduro de propidio. Cada barra representa
la media + EE de 15-57 COCs en 3 experimentos independientes. DMSO: dimetilsulfoxido;
DES: dietilestilbestrol. * Significancia estadistica (p< 0.05) con respecto al control al realizar
un analisis Dunett.
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3.3 Efecto del BPA sobre la progresion de la meiosis (fases de la meiosis

desde prometafase | hasta Mil)

Inmediatamente después de la reanudacién se da la progresion de la meiosis,
avanzando por los estadios de prometafase, metafase |, anafase |, telofase |y
metafase Il (MIl). La correcta congregaciéon del material genético, asi como la
correcta posicion de los cromosomas en el huso meidtico de la Mll, logran la
maduracién nuclear del ovocito, la cual es necesaria para que se lleve a cabo
una fertilizacion exitosa del mismo (Fulka y cols., 1998; Scarchilliy cols., 2007,
Norris y cols., 2008; Yokoo y cols., 2010). Con el fin de reconocer alguna
alteracion del material nuclear durante la progresion de la meiosis, los ovocitos
expuestos in vitro a BPA fueron marcados con ioduro de propidio a las 18 h
después de la exposicion al compuesto (las cuales incluyen 16 h de estimulo
de maduracion con EGF) y evaluados en un microscopio de fluorescencia para
reconocer los diferentes estadios de maduracion (Figura 9). No se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de ovocitos que se encontraban en
prometafase | (Figura 9A) o metafase | (Figura 9B) entre los distintos
tratamientos. Sin embargo, se observé un incremento significativo de ovocitos
en anafase | y en telofase | con los tratamientos de BPA a partir de 22 nM
(Figuras 9C y 9D) y una disminucién en el nimero de ovocitos en el estadio
de MIl con el tratamiento de BPA a partir de 2.2 nM (Figura 9E). El control
positivo, DES, también presentd un incremento significativo en el porcentaje
de ovocitos en anafase | (Figura 9C) y una disminucion significativa de los

ovocitos en metafase Il (Figura 9E).
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Figura 9. Efecto de la exposicion a BPA sobre las fases de la reanudacion de la meiosis en el
ovocito. COCs de ratones hembra fueron cultivados durante 2 h con el vehiculo (DMSO), BPA
(0.22,2.2,22,220y 2200 nM) o DES y después sometidos a un estimulo de maduracion con
EGF (25 ng/ml) durante 16 h. Posterior a la exposicion, los ovocitos se desnudaron
mecanicamente y el material genético se tifié con ioduro de propidio. Cada barra representa
la media + EE de 15-57 COCs en 3 experimentos independientes. DMSO: dimetilsulfoxido;
DES: dietilestilbestrol; EGF: factor de crecimiento epidermal. * Significancia estadistica (p <
0.05) con respecto al control al realizar una prueba de Dunett.
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3.4 Efecto del BPA sobre la formacion del primer cuerpo polar durante la

maduracion del ovocito

Después de retirar las células de la cimula de los ovocitos tratados por 18 h
con BPA y 16 h con EGF y, antes de realizar el marcaje de los ovocitos para
evaluar la progresion de la meiosis, se obtuvieron imagenes en un microscopio
con contraste de fases para observar la correcta formacion y presencia del
primer cuerpo polar (como parte de la correcta progresion de la meiosis). En
una evaluacion cualitativa, se observo que varios de los ovocitos tratados con
BPA presentaban una proyeccion de la membrana citoplasmatica sin
separarse por completo del ovocito (Figura 10B). Sin embargo, en los ovocitos
incubados con el vehiculo (DMSO) se observd la formacién completa del
primer cuerpo polar el cual es protruido del ovocito y permanece en el espacio

entre la membrana del ovocito y la zona peltcida (Figura 10A).

DMSO BPA 220 nM

Figura 10. Efecto del BPA sobre la extrusion del primer cuerpo polar. Micrografias obtenidas
después de retirar las células de la cimula de ovocitos expuestos a BPA por 18 h y a un
estimulo de maduracion (EGF) de 16 h. En la imagen A se observa la presencia del primer
cuerpo polar completamente separado del citoplasma del ovocito. En la figura B se observa
una proyeccion del citoplasma que no se separa totalmente del ovocito. Las flechas indican la
formacion completa del cuerpo polar en la imagen Ay la protrusién incompleta del cuerpo
polar enlaimagen B. Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio de contraste de fases.
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3.5 Efecto de la exposicion a BPA sobre la comunicacion del COC

mediada por uniones Gap

En nuestro estudio investigamos si la ocurrencia de la reanudacion de la
meiosis de forma temprana era una consecuencia de un efecto sobre las
uniones Gap en los COCs. Para esto, realizamos diferentes ensayos para
evaluar la comunicacion en las uniones Gap formadas con Cx43 (en las células

de la cumula) y con Cx37 (en el ovocito).

3.5.1 Comunicacion hacia el ovocito (Conexina 37)

En el presente estudio se realizd un experimento para evaluar la comunicacion
de las células de la cumula hacia el ovocito (Figura 11). En este experimento,
los COCs se incubaron con calceina-AM que pasa a través de las uniones Gap
de las células de la cumula y del ovocito (Cx43 en las células de la cumula y
Cx37 en el ovocito (Figura 11A). Se observo una disminucion en la intensidad
de la fluorescencia de la calceina en los ovocitos de los COCs tratados con
22, 220 y 2200 nM de BPA, asi como en los controles positivos DES y CBX,

comparados con los ovocitos del grupo control (Figura 11B).

Se evaluaron los niveles de ARNm de la Cx37, la cual es la proteina que forma
los conexones en el ovocito (Figura 11C). No se encontr6 una diferencia

estadisticamente significativa en la expresion de Cx37 entre los tratamientos.
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Figura 11. Efecto de la exposicion a BPA sobre la comunicacién del ovocito mediada por
uniones Gap y los niveles de ARNm de la conexina 37 (Cx37). COCs de ratones hembra
fueron cultivados durante 2 h con el vehiculo (DMSO), BPA (0.22, 2.2, 22, 220 y 2200 nM),
DES, CBX o DON. Después los COCs se incubaron con calceina-AM (1 yM) durante 15 min
y posteriormente se incubaron en un medio libre de calceina durante 30 min para permitir la
entrada del marcador fluorescente en el ovocito. Los ovocitos se desnudaron mecanicamente
y la fluorescencia se cuantificd. Los COCs fueron sometidos a qPCR. Los valores de ARNm
fueron normalizados con B-actina. A) Micrografias representativas de los ensayos con DMSO,
BPA 2200 nM y CBX; B) Intensidad de la fluorescencia en el ovocito. C) Niveles relativos de
ARNmM de la conexina 37. Cada barra representa la media + EE de 15-57 COCs en 3
experimentos independientes. DMSO: dimetilsulfoxido; DES: dietilestilbestrol; CBX:
carbenoxolona. * Significancia estadistica (p< 0.05) con respecto al control al realizar una
prueba de Dunett.
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3.5.2 Comunicacion entre las células de la cumula (Conexina 43)

La Cx43 forma los conexones de union localizados entre las células de la
cumula y aquellos localizados entre células de la cimula y el ovocito (Norris'y
cols., 2008). Con el fin de evaluar si estas uniones Gap estaban funcionales
se realiz6 una bateria de ensayos incluyendo el ensayo de Gap-FRAP, la
presencia de la proteina a través de inmunofluorescencia y los niveles de
ARNmM de la Cx43 en el COC.

En el ensayo de Gap-FRAP se evalud la comunicacion de las células mediada
por uniones Gap, cuantificando la intensidad de la fluorescencia en las células
que fueron blanqueadas previamente. Se observd una disminucion
significativa de la intensidad de la fluorescencia en los COCs tratados con BPA
2.2 'y 2200 nM, asi como en los controles positivos DES y CBX con respecto

al grupo control (Figura 12A).

Los niveles de ARNm de la Cx43 fueron cuantificados en los COCs de los
diferentes tratamientos. No se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con respecto al control, lo que coincide con la evaluacion de la

presencia de la proteina (Figura 12C).

Para evaluar la presencia de la Cx43 en los COCs, éstos fueron marcados
mediante la técnica de inmunofluorescencia y la intensidad de la marca se
cuantifico en micrografias usando el software Leica Microsystems LAS AF Lite.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la intensidad
de la fluorescencia de los COCs tratados con respecto al control (Figura 12B).
También se realizaron experimentos para localizar la Cx43 en las células de
la cimula, a nivel de la membrana o del citoplasma (Figura 13). Se localiz6 a
la Cx43 alrededor de las células de la cumula en los COCs del grupo control,
sin embargo, la proteina no se localiz6 en los COCs, incubados con BPA
(Figura 13).

44



Estos resultados sugieren que el BPA afectd la funcion de la Cx43 en las
células de la cumula sin presentar una dosis respuesta hacia el compuesto y

sin alterar la presencia de la proteina.
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Figura 12. Efecto de la exposicién a BPA sobre la comunicacién del ovocito mediada por
uniones Gap (Cx43). COCs de ratones hembra fueron cultivados durante 2 h con el vehiculo
(DMSO), BPA (0.22, 2.2, 22, 220 y 2200 nM), DES, CBX o DON. A) Después se incubaron
con calceina-AM (1 puM) por 30 min, se colocaron en un medio libre de calceina-AM y se
sometieron al ensayo de Gap-FRAP para evaluar la comunicacion entre las células de la
cumula; B) Los COCs se fijaron y se marcaron con un anticuerpo fluorescente dirigido a Cx43;
C) Después del cultivo, los COCs fueron sometidos a gPCR. Los valores de ARNm fueron
normalizados con (-actina. Cada barra representa la media + EE de 15-57 COCs en 3
experimentos independientes. DMSO: dimetilsulfoxido; DES: dietilestilbestrol; CBX:
carbenoxolona. * Significancia estadistica (p< 0.05) con respecto al control al realizar el
andlisis Dunett.
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Figura 13. Micrografias representativas de la inmunolocalizacién de Cx43 en las células de la
cumula de COCs incubados con BPA. Las imagenes fueron capturadas en un microscopio
confocal con un objetivo de 100X. La primera columna de imagenes corresponde a la tincion
de los nicleos de las células de la ciimula con DAPI, la segunda columna representa la marca
de la Cx43 marcada con el fluorocromo Alexa Fluor® 384 y la tercera columna corresponde a
la colocalizacién de ambas imagenes. A, B y C: Imdgenes de COCs incubados con DMSO
(vehiculo); D, E y F: imadgenes de COCs tratados con BPA 2.2 nM; G, F y G: imagenes de
COCs tratado con BPA 22 nM. Los rectangulos blancos punteados en las imagenes By C
muestran la localizacion de la Cx43 alrededor de las células de la camula.
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3.6 Comparacion del efecto de la carbenoxolona entre la reanudacion y
la progresion de la meiosis

Con el objetivo de conocer si el bloqueo de la GJIC promovia cambios en la
reanudacién y en la progresion de la meiosis, los COCs se incubaron con el
control positivo carbenoxolona (CBX) (Figura 14). Al evaluar la ruptura de la
vesicula germinal, el grupo tratado con CBX se comport6 igual que los COCs
tratados con BPA (Figura 14A), ya que se observd un incremento significativo
en el porcentaje de ovocitos que presentaron ruptura de la vesicula germinal,
comparado con el grupo control (Figura 14A).

Para evaluar los cambios en la progresion de la meiosis a Mil, los COCs
tratados con CBX fueron incubados con EGF por 16 h y, posteriormente, se
evalu6 el alineamiento de los cromosomas en los diferentes estadios de la
meiosis, de profase | a Mil (Figura 14B). Se observo un incremento significativo
en el porcentaje de ovocitos que permanecieron en profase |y una disminucion
en el porcentaje de ovocitos en Mil, comparando los porcentajes con el grupo

control (Figura 14B).
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Figura 14. Comparacién del efecto de la carbenoxolona entre la reanudaciény la progresién
de la meiosis. COCs de ratones hembra fueron cultivados durante 2 h con el vehiculo
(DMSO0), BPA (0.22,2.2,22,220y 2200 nM), DES, CBX 0 DONy después sometidos a un
estimulo de maduracion con EGF (25 ng/ml) durante 16 h. Posterior a la exposicién, los
ovocitos se desnudaron mecanicamente y el material genético se marc6 con ioduro de
propidio. A) Ovocitos que presentaron ruptura de la vesicula germinal a las 2 h de
tratamiento. B) Etapas de la reanudacion de la meiosis donde se encontraron los ovocitos
tratados por dos h y madurados con EGF. Cada barra representa la media + EE de 15-57
COCs en 3 experimentos independientes. EGF: factor de crecimiento epidermal.

*Significancia estadistica (p< 0.05) con respecto al control al realizar una prueba de Dunett.
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3.7 Efecto de la exposicion a BPA sobre la expansion de las células de la
cumula y su relacidon con la progresiéon y la reanudacién de la meiosis

usando un inhibidor de la expansion

Debido a que la expansion de las células de la cumula se relaciona
directamente con el comienzo de la maduracion del ovocito y, por ende, con la
reanudacion de la meiosis (Zhuo y Kimata, 2001; Yokoo y cols., 2008), se
investigd si las concentraciones de BPA usadas en este estudio alteraban este
parametro. Se observd una disminucion significativa de la expansion en los
COCs tratados con BPA 0.22 y 220 nM. De igual forma se observd una
disminucién en la expansion en los COCs tratados con el control positivo DON
(Figura 15A). Cabe sefialar que el DON inhibe la actividad de la enzima
hialuronidasa en las células de la cumula y en consecuencia inhibe la

produccion de acido hialurénico (Chen y cols. 1993; Yokoo y cols. 2008).

Con el objetivo de evaluar si el control positivo DON mimetizaba los efectos
del BPA sobre la reanudacion y progresion de la meiosis, se evaluaron
parametros similares a los evaluados con el BPA. No se observaron
diferencias significativas entre los COCs tratados con DON Yy el grupo control
al evaluar en la ruptura de la vesicula germinal (Figura 15B). En la evaluacién
de la progresion de la meiosis, se observd un incremento significativo en el
porcentaje de ovocitos en profase |y metafase |, asi como una disminucion en
el porcentaje de ovocitos que llegaron a Mil, comparada con el grupo control
(Figura 15C).
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Figura 15. Efecto de la exposicion a BPA sobre la expansion de las células de la cimula y su
relacién con la progresion y reanudacion de la meiosis usando un inhibidor de la expansion.
COCs de ratones hembra fueron cultivados durante 2 h con el vehiculo (DMSO), BPA (0.22,
2.2,22,220y 2200 nM), DES, CBX 0 DONy después sometidos a un estimulo de maduracion
EGF (25 ng/ml) durante 16 h. A) Antesy después de la maduracion, se obtuvieron imagenes
de los COCs en el microscopio estereoscopio para medir el area y realizar una diferencia de
los valores. B) y C) Después de la exposicion, los ovocitos se desnudaron mecéanicamente y
el material genético se marcé con ioduro de propidio. Cada barra representala media + EE de
15-57 COCs en 3 experimentos independientes. DMSO: dimetilsulféxido; DES:
dietilestilbestrol; DON: 6-diazo-5-oxo-L-norleucina; EGF: factor de crecimiento epidermal. *
Significancia estadistica (p< 0.05) con respecto al control al realizar una prueba de Dunett.
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4. Discusion

Dado que el BPA afecta tanto a la GJIC (Lee and Rhee 2007; Liy cols., 2009;
Campen y cols., 2017) como a la transicion de Pl a Mil (Can y cols., 2005;
Lenie y cols., 2008; Wang y cols., 2016) y, debido a que la interrupcion en la
GJIC da como resultado la transicién de GV a la GVBD (Wang y cols., 2016;
Tiwari y Chaube 2012), la pregunta fundamental que tuvo este trabajo fue si el
BPA alteraba el proceso de meiosis en los ovocitos al afectar la GJIC en el

COC de forma atemporal.

4.1. Obtencién de COCs a partir de foliculos preovulatorios estimulados
con hormona gonadotrofina corionica equina (eCG)

En nuestro estudio, los COCs utilizados en los cultivos se obtuvieron de
ratones hembra previamente estimuladas con la hormona eCG. Esta
gonadotropina forma parte del protocolo de superowulacion cuya funcion es
simular el efecto de la FSH y reclutar la mayor cantidad de foliculos antrales
para desarrollarlos a foliculos preowulatorios, con la habilidad de liberar al
ovocito (Lane y Garner, 2004). Los foliculos preowulatorios son mas sensibles
al estimulo de la LH, hormona que promueve la maduracién del ovocito
desencadenando diferentes procesos en el COC que preparan al ovocito para
ser liberado del foliculo y fertilizado por un espermatozoide (Conti y cols., 2012;
Hernandez-Ochoa y cols., 2018). Sabiendo que los COCs obtenidos de
foliculos preowulatorios son los mas apropiados para realizar las evaluaciones
durante el proceso de maduracion del ovocito (Junky cols., 2003), este estudio
se realizd6 con COCs de raton obtenidos después del estimulo de eCG. Este
cultivo primario difiere de los COCs obtenidos en el estudio de Campen y cols.
(2016), donde los cultivos primarios se realizaron a partir de COCs obtenidos
de foliculos antrales de rata sin tratamiento hormonal exégeno. Las
evaluaciones realizadas en nuestro estudio requerian de COCs competentes

para realizar la reanudacién y progresion de la meiosis, asi como detonar la
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expansion de las células de la cumula, procesos involucrados en la
maduracioén del ovocito (Junky cols., 2003; Yokoo y Sato, 2004).

4.2. Maduracion de COCs murinos en cultivo primario estimulado con el

factor de crecimiento epidermal (EGF)

En nuestro estudio utilizamos al EGF como estimulo detonador de la
maduracion, ya que mimetiza ala via de sefializacién que la LH desencadena

desde las células de la cimula hasta el ovocito (Richani y Gilchrist, 2018).

Para evaluar la maduracion del ovocito en un sistema in vitro es necesario el
uso de estimulos que asemejen los efectos de la LH en un sistema in vivo
(Junky cols., 2003), ademas de preservar constantes la temperatura, el pH, el
tiempo de maduracion, los nutrientes del medio, etc. Diferentes moléculas
como hormonas (e.. FSH, eCG), factores de crecimiento (e.j. EGF), fluido
folicular y moléculas sintéticas, que incluyen a la forskolina y al éster de forbol
miristato (PMA, por sus siglas en inglés: phorbol myristate acetate), entre
otras, han sido utilizadas en sistemas como promotores de la maduracion in
vitro del ovocito para detonar la reanudacién y progresion de la meiosis, asi
como la expansion de las células de la cumula, lo cual producira un ovocito
con calidad feértil (Junk y cols., 2003; Conti y cols., 2012).

La hormona FSH promueve la maduracion del ovocito, mimetizando la accion
de la LH de forma natural. La FSH se une a receptores presentes en las células
de la cumula (el ovocito carece de estos) (Eppig y Downs, 1987), activando a
la enzima adenilato ciclasa, lo que aumenta la produccion de AMPc y mantiene
activa a PKA. También activa a ERK en las células de la cumula induciendo
cambios periowlatorios que detonan la reanudacién de la meiosis y la

expansion de las células de la camula (Russell y Robker, 2007).

El EGF es una proteina que también se utiliza como promotor de la maduracion
de los ovocitos en sistemas in vitro. Este factor de crecimiento forma parte de

la cascada de sefializacion que detona el estimulo de la LH para reanudar la
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meiosis Yy llevar a cabo los deméas procesos en el COC durante la maduracion
(Richani y Gilchrist., 2018).

De forma natural, el estimulo de la LH induce la produccion de péptidos "EGF-
like" tales como anfiregulina, epirregulina, betacelulina y neuroregulina 1 en
las células de la granulosa y la camula. Las tres primeras activan al receptor
de EGF (EGFR) que induce una sefal rio abajo para regular a la cinasa 1y
también la via de sefalizacion de ERK 1/2 en las células de la cumula. La
actividad de EGFR-ERK 1/2 es crucial para que se lleve a cabo la owulacion y
la competencia fértil del ovocito. Se ha reportado que el uso de EGF ha dado
mejores respuestas que la FSH durante el proceso de maduracién in vitro
(Richani y Gilchrist., 2018).

La forskolina, un activador de la enzima adenilato ciclasa, promueve, en
primera instancia, que aumenten los niveles de AMPc en el ovocito por corto
tiempo, para después reanudar la meiosis (Lu y cols., 2001). El PMA, un
activador de la PKC ha producido diferentes respuestas en los ovocitos, ya
gue se han reportado efectos de inhibicion de la meiosis en algunos modelos
mientras que en otros se ha observado que promueve la progresion de la
meiosis (Lu y cols., 2001). El PMA en ovocitos bovinos promueve la
maduracién del ovocito mientras que, en ratones se ha observado un efecto
contrario (Luy cols., 2001). Descartamos el uso del PMA con forskolina porque
se ha reportado que éste se comporta de manera contraria en los COCs de
diferentes especies, por ejemplo, en COCs bovinos y porcinos promueve la
maduracion del ovocito, mientras que en COCs murinos la inhibe (Lu y cols.,
2001; Mondadori y cols., 2008). El uso de la forskolina fue descartado porque
produce un aumento en la concentracion de AMPc en el COC, evento que
podia alterar los parametros evaluados en el presente estudio (Lu y cols.,
2001).

Por lo anterior, el uso del EGF como estimulante de la maduracion en un cultivo

primario de COCs murinos fue exitoso ya que nos permitié realizar de forma
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exitosa la serie de experimentos necesarios para cumplir con los objetivos

particulares.

4.3. Relevancia de las concentraciones de BPA y su posible mecanismo

de accién a nivel molecular

Uno de los primeros parametros a evaluar en este estudio fue la viabilidad de
los ovocitos después de ser expuestos durante 2 o 18 h a las diferentes
concentraciones de BPA, consideradas ambientalmente relevantes. En
nuestro estudio se utilizaron concentraciones que van de 0.22 a 2200 nM
(equivalentes a 0.05-500 ug/kg). Estas concentraciones abarcan las dosis de
ingesta diaria tolerable que reportd la EPA en 2008 (50 pg/kg/d) y la reportada
por la Union Europea en 2016 (EFSA- 4 ug/kg/d). Ninguna de las dosis de BPA
utilizadas en este estudio provocd una muerte celular significativa de los
ovocitos, antes o después del estimulo con EGF, lo que sugiere que el
compuesto evaluado no tiene un efecto citotdéxico sobre los COCs, durante el
tiempo de cultivo y que el estimulo de maduracion no potencia el efecto del
BPA. Es importante comentar que no existen estudios comparativos en la

literatura en relacion con la citotoxicidad del BPA en el COC.

El BPA es un disruptor endécrino que se une “débilmente” al ER con una
afinidad de 1000 a 2000 veces mas baja que el estradiol; este pronunciamiento
solo se basa en los efectos nucleares que tiene el BPA (coactivador o
correpresor transcripcional). Ademas del efecto nuclear, el BPA también
produce efectos extranucleares que pueden inducir una rapida respuesta
dependiendo de la localizacion de los ER. Aunado alo anterior, los efectos del
BPA también dependen del subtipo de ER (ER1 y ER2) al que se unio el
compuesto, es decir, la unién del BPA al ER1 ejerce un comportamiento
agonista, mientras que su union al ER2 ejerce un efecto antagonista, lo cual
se explica por el cambio de forma de acuerdo al subtipo de ER al que se une
el BPA. Actualmente se sabe que el ER1 media la regulacion de las vias de la

MAPK, involucradas en la fosforilacion de las conexinas en las células de la
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cumula (Cx43), las cuales promueven el cierre de la GJIC (Tripathi y cols.,
2006; Acconciay cols., 2015); ademas, también influencia el proceso meiético
en el ovocito ya que, la activacion de MAPK es necesaria para la organizacion

del huso meidtico durante la maduracion nuclear.

4.4. Efecto del BPA sobre la reanudacién (GVBD) y la progresion de la

meiosis (de profase | a Mll) del ovocito.

En el presente estudio observamos que el BPA aumenta el nimero de ovocitos
gue reanudan la meiosis, sin haber recibido el estimulo de maduracién con el
EGF. Por ejemplo, hemos observado que los ovocitos de COCs tratados con
concentraciones de BPA superiores a 2.2 nM y sometidos a un estimulo de
maduracion con EGF por 16 h detuvieron el proceso de meiosis en las etapas
de anafase y telofase, lo cual provocé que no llegaran a la Mil. El efecto
perjudicial del BPA de interrumpir la progresion meiética de los ovocitos, la
cual implica alteraciones en la segregaciéon cromosémica, el centrosoma y la
dinamica de los microtibulos, ha sido descrita ampliamente en varias
especies, incluidos los seres humanos, ratones y cerdos (Hunt y cols., 2003;
Can y cols., 2005; Susiarjo y cols., 2007; Lenie y cols., 2008; Mlynarcikova y
cols., 2009; Wang y cols., 2016). En este estudio no se observd un efecto
sobre la dinamica del citoesqueleto, sin embargo, se pudo observar la
segregacion de los cromosomas Yy la forma anormal en que se congregaban
después de las 16 h post-EGF, tiempo suficiente para que la meiosis se
encontrara en el estadio de Mll, Esto sugiere que también existe una alteracién
en la dinamica de los microtdbulos y de otras proteinas del citoesqueleto del
ovocito (Cany cols., 2005). También se ha observado un efecto del BPA sobre
el proceso de mitosis en células somaticas, como en el estudio de Ochi y cols.
(1999), quienes observaron la formacién de husos mitéticos aberrantes en una
linea de células pulmonares de hamster (V79) expuestas a BPA (200 uM); los
efectos observados fueron dependientes de la concentraciony se encontraron
asociados a la presencia de aneuploidias. La presencia de aneuploidias en el

55



ovocito por exposicion a BPA ha causado controversia, por ejemplo, Hunt y
cols. (2003) sugieren la presencia de aneuploidias en los ovocitos de ratonas
expuestas a 20, 40 y 100 ng/g de peso corporal de BPA mientras que,
Eichenlaub-Ritter y cols. (2008) observaron un arresto meiético al exponer
ovocitos murinos a BPA durante el proceso de maduracion in vitro, pero sin
observar aneuploidias. En nuestro estudio corroboramos el efecto sobre la
meiosis, un arresto del proceso meidtico en los estadios de anafase y telofase
gue impiden la correcta progresion a Mil, sin embargo, no realizamos una
evaluacion de la presencia de aneuploidias en los ovocitos de los COCs

expuestos a BPA.

También se ha observado que el BPA afecta de manera significativa la
liberacion del primer cuerpo polar en COCs porcinos expuesto en un sistema
in vitro (250 uM) (Wang y cols., 2016), apoyando el efecto adverso sobre la
maduracion del ovocito. En el presente estudio observamos el mismo
fenbmeno ya que los ovocitos presentaron protrusiones similares a un cuerpo
polar, sin encontrar la liberacion o separacion del citoplasma del ovocito. Cabe
sefialar que la pérdida del material genético presente en el primer cuerpo polar
es necesaria para que se logre el nimero de cromosomas correcto en cada
uno de los ovocitos, y se logre un adecuado desarrollo del cigoto (Moore-
Ambriz y cols., 2015). Este dafio al ovocito puede repercutir directamente en
la habilidad de éste para ser fertilizado (Moore-Ambriz y cols., 2015) y en la
posibilidad de que el cigoto se desarrolle e implante en el Gtero (Berger y cols.,
2007).

En las hembras de los mamiferos, la division meidtica del ovocito se mantiene
en la etapa de diploteno del estadio de profase | desde la etapa neonatal hasta
el momento de la owlacion; en las mujeres este proceso dura afios, mientras
gue en los ratones dura meses. La meiosis en el ovocito se mantiene arrestada
por los altos niveles de los segundos mensajeros adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc) que son transferidos de las
células de la cumula hacia el ovocito a través de las uniones Gap. De manera

fisiolégica, el estimulo de la FSH desencadena una serie de eventos mediada
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por el EGF, promoviendo el cierre de las uniones Gap en el COC,
disminuyendo la concentracion de GMPc en el ovocito y activando a la
fosfodiesterasa 3A (PDE3A) que hidroliza al AMPc. La caida drastica en los
niveles de AMPc en el ovocito desencadena una disminucion de la proteina
cinasa A (PKA) y una activacion de la fosfatasa Cdc25b y de la cinasa
Weel/Mytl, dando como resultado la desfosforilacion de CDK1. Esto facilita
gue CDK1 vy ciclina B se unan para formar el factor promotor de la meiosis
(MPF; por sus siglas en inglés: maturation promoting factor), permitiendo que
el ovocito salga del arresto meidtico en el que se encuentra (en profase I) y
avance a la Mil (Sela-Abramovich y cols., 2006; Norris y cols., 2008; Vaccariy
cols., 2009; Tripathi y cols., 2010; Winterhager y Kidder 2015).

Con base en la informacion previa, podemos concluir que la exposicion a BPA
detona la cascada de sefalizacion que promueve la reanudacion de la meiosis
antes de recibir un estimulo de maduracion. Este evento se suma a los efectos
del BPA sobre el citoesqueleto del ovocito que resultan en una progresion
andémala de la meiosis, disminuyendo el porcentaje de ovocitos que progresan
a la Mll lo cual se refleja en un nimero disminuido con la presencia del primer
cuerpo polar.

4.5. Efecto del BPA sobre la comunicacion mediada por uniones Gap en

el COCy su relacion con la progresion de la meiosis.

Las evaluaciones realizadas a la GJIC mostraron una disminucion significativa
en los COCs tratados con BPA 2.2y 2200 nM, sin afectar los niveles de ARNm
o la presencia de la proteina Cx43 en el COC. De manera contraria a nuestros
resultados, se reportd recientemente un incremento en la GJIC en COCs de
rata tratados con BPA, pero sin alterar el tiempo de la reanudacion de la
meiosis (Campen y cols., 2017). Esto puede deberse a que la etapa de
desarrollo folicular fue diferente en ambos estudios. La estimulacion hormonal
en hembras con una hormona de propiedades similares a la FSH (es decir,

eCG), cuyo protocolo fue utilizado en este estudio, promueve el desarrollo del
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foliculo y mejora la maduracion de los ovocitos preparando al COCs con
factores similares al EGF y receptores que responden en el momento en que
aumenta la LH (CD44, PTX3, TSG6, acido hialuronico, COX2, etc.) (Farin et
al. 2007; Yamashita and Shimada 2012).

Se ha demostrado que el BPA altera la GJIC en varios sistemas (Lee y Rhee
2007; Salian y cols., 2009; Oh 2015; Campen y cols., 2017). En testiculos de
ratas en desarrollo y en edad adulta expuestas en etapa neonatal a BPA (DPN
1-5, 25 pg/cachorro/d) se observd una deslocalizacion de la proteina Cx43 en
las uniones Gap de las células de Sertoli (Salian y cols., 2009). Estudios in
vitro utilizando la linea celular BICRM1RK, derivada de epitelio mamario de
rata han demostrado que, concentraciones de BPA de 0.8 a 3.2 uM inhiben las
GJIC en al menos el 70% del cultivo, de manera irreversible sin que los niveles
de proteina, ARNm o fosforilacion de la Cx43 se vean alterados (Lee y Rhee
2007). Estos efectos pueden relacionarse con la capacidad del BPA de
promover vias no genomicas (extranucleares) mediadas por el ER1 que
involucran la activacién de la MAPK para bloquear la GJIC en el COC al
fosforilar a la Cx43 (Tripathi y cols., 2010; Acconciay cols., 2015). Aunado a
esta evidencia, estudios in vitro donde se utilizaron ovocitos de Xenopus han
demostrado que una concentracién de 10 nM de BPA redujo de manera
reversible los hemicanales de conexina 46 (Cx46), lo que sugiere que el BPA

puede estar bloqueando el paso a través de la unién Gap (Oh, 2015).

Es sabido que algunos compuestos estrogénicos como el 17B3-estradiol y la
genisteina ejercen su efecto alterando la actividad de la proteina PKC (lwase
y cols., 2006). En el caso particular del estudio de Iwase y cols. (2006) se
observo la via de PKC como una de las vias responsables de bloquear la GJIC
en un cultivo de células de Leydig TM3 expuestas a genisteina (25 uM) y a
17B-estradiol (10 pM y 20 uM), ya que al co-incubar con Calfostina C, un
inhibidor de esta enzima, se observo una reversion parcial del bloqueo de la
GJIC. La PKC también juegan un papel muy importante en la regulacion y
progresion del ciclo celular y cumple una funcién importante en la formacién

58



del centrosoma y el ensamble de los microtubulos (Cany cols., 2005), lo cual
puede causar un arresto en la progresién de la meiosis como lo hemos
observado en nuestro estudio. Por lo tanto, podemos sugerir que el BPA esta
afectando la GJIC en el COC a través de una alteracion en la actividad de la
proteina PKC.

No existen reportes previos donde se relacione el efecto del BPA sobre el
cierre de las uniones Gap y el efecto de esta falta de trafico de moléculas con
la reanudacion de la meiosis. Con la finalidad de relacionar el cierre de las Gap
con la meiosis, se realizd un experimento donde se utiliz6 CBX para bloquear
la GJIC y en el cual se produjeron efectos similares en la reanudacion de la
meiosis a los observados en los COCs tratados con BPA. Estos resultados
concuerdan con aquellos publicados recientemente por un grupo de
investigacion, quienes observaron también que la CBX promueve la
reanudacion del ovocito (Tiwari y Chaube, 2017).

4.6. Efecto del BPA sobre la expansiéon de las células de la cumula.

Varios estudios han demostrado que el proceso de expansiéon de las células
de la cumula inicia mediante la activacion que da la LH rio abajo y que
promueve la progresion de la meiosis a Mil (Zzhuo and Kimata, 2001; Yokoo y
cols., 2008; Mlynarcikova y cols., 2009). En concordancia con estudios previos
(Mliynarcikova y cols.,, 2009, Wang y cols., 2016) en nuestro estudio
encontramos que el BPA impide la expansion de las células de la cimula. En
especifico, un estudio en un cultivo de COCs porcinos evalué el efecto del BPA
sobre la produccion del acido hialurénico presente en la matriz extracelular que
se produce durante la expansion de las células de la camula y encontraron
niveles similares de glucosaminoglicanos, sin embargo, encontraron una
diferencia en el patron de distribucion de esta biomolécula estructural en los
COCs expuestos a BPA, sugiriendo que el BPA altera el ensamblaje de las
proteinas que conforman la matriz extracelular. Después de que el pico de LH
estimula la maduracion, a la mitad del proceso comienza la produccion de
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acido hialuronico por parte de las células de la cumula. Este
glucosaminoglicano se une al receptor de superficie celular CD44 funcionando
como un sitio de anclaje para otras proteinas que proporcionan elasticidad a
la matriz extracelular, facilitando la expansion de las CC (Zhuo y Kimata 2001,
Yokoo y cols., 2008; Yokoo y cols., 2010). Por lo anterior, es probable que el
efecto del BPA sobre la expansion de las células de la camula se deba a un
efecto sobre la union del CD44 con su sustrato o con la formacién de la matriz
extracelular. Un estudio realizado en nuestro laboratorio evalu6 la expresion
de genes involucrados en la expansiéon como CD-44, TSG6, Has2 y Vcan
(Ramirez-Trejo, 2017). Aunque no se observo diferencia en la expresion de
los genes mencionados, no se puede descartar un efecto sobre las proteinas
en cuestion, ya que no se evalué la presencia y funcionalidad de la matriz
extracelular. También en un estudio realizado por Mansur y cols. (2017) se
observd una disminucion en la expresion de Has2 (enzima productora del
acido hialurénico que forma la matriz extracelular) en un cultivo de células
primario de células de la cumula de ser humano expuestas a 20ug/L de BPA.
Por lo tanto, el efecto del BPA sobre la expansion de las células de la camula
esta directamente ligado a la formacion de la matriz extracelular y a la
funcionalidad de las proteinas que la componen, sin ligarse con los efectos
sobre la reanudacion y progresion de la meiosis.

En nuestro estudio observamos que el DON inhibi6 el proceso de expansion
de las células de la cumula y que el ovocito no alcanzé la Mil, incluso después
de incubar a los COCs durante 16 h con el estimulo de maduracion (EGF).
Fisiologicamente, las células de la cumula responden al estimulo de
maduracion mediante la secrecion de &cido hialurénico y la externalizacion del
receptor CD44, los cuales interactian para desencadenar la expansion de las
células de la cumula (Salustri, 2000). Sin que se haya puntualizado un
mecanismo, Yokoo y cols. (2010) sugirieron que la interaccion acido
hialurénico-CD44 desencadena eventos que llevan a la interrupcion de la
comunicacion formada por conexones de Cx43 (localizados en las CC) y por

lo tanto, a la ocurrencia de la reanudacién meiética del ovocito. Sin embargo,
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en nuestro estudio, el tratamiento de los COCs con DON no modificé la
ocurrenciade la reanudacion de la meiosis, pero si detuvo la progresion de los
ovocitos desde prometafase | hacia fases posteriores de maduracién. Debido
a que el DON inhibe la sintesis de acido hialurénico (Cheny cols., 1993; Yokoo
y cols., 2008), nuestros resultados respaldan a aquellos estudios que sugieren
un vinculo entre la expansion del COC y la progresion de la meiosis. Nuestros
resultados también respaldan la hipotesis de que el BPA afecta el momento
en que ocurre la reanudacion y la progresién de la meiosis mediante la
alteracion de la actividad de la GJIC. Finalmente, nuestros resultados sugieren
que la transferencia entre la GJIC en las células de la camula, pero no la
interaccion del acido hialurénico-CD44, estd involucrada en la toxicidad del
BPA, ya que estudios previos no han mostrado diferencias en los niveles de
acido hialuronico en COCs tratados con BPA (Mlynarcikova y cols., 2009).

4. 7 Respuesta no monotonica del BPA

Diversos estudios in vivo e in vitro han descrito que el BPA produce un patréon
dosis respuesta no monoténico (NMDR, por sus siglas en inglés: non
monotonic dose response). Este tipo de respuesta se presenta de forma
regular al evaluar hormonas y disruptores enddcrinos, y ya es reconocida por
distintos organismos en E.U., tales como la Sociedad de Endocrinologia, los
Institutos Nacionales de Ciencias Ambientales (NIEHS, por sus siglas en
inglés: National Institutes of Environmental Health Sciences) y el Programa
Nacional de Toxicologia (NTP, por sus siglas en inglés: National Toxicology
Program) (Gore y cols., 2015; Vandenberg, 2015).

El BPA es clasificado como un disruptor endocrino que ha sido extensamente
evaluado en los dltimos afios debido a su amplio uso y exposicion al
compuesto. Algunos de esos estudios han reportado una relacion no
monotonica entre las dosis de BPA y algunos parametros como el incremento
de peso, resistencia a la insulina, tolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia
(Alonso-Magdalena vy cols., 2010; Weiy cols., 2011; Angle y cols., 2013). Para

citar otros ejemplos de estudios que han descrito una respuesta no lineal del
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BPA, Alonso-Magdalena y cols. (2008) realizaron un estudio en ratones macho
adultos, y observaron gue la exposicion a una dosis baja de BPA (100 pg/kg/d)
reguld el contenido de insulina pancreética, pero ese efecto no fue significativo
con una dosis alta (1 mg/kg/d). En estudios reproductivos, un estudio
transgeneracional también describié que la exposicion intrauterina a BPA
(exposicién materna de 0.5, 20 y 50 pg/kg/d) induce una respuesta no
monotonica sobre la edad a la que se presenta la apertura vaginal (marcador
de la pubertad). Especificamente, se observd un retraso estadisticamente
significativo en la edad a la cual la generacion F3 presenté apertura vaginal
con las dosis baja y alta, pero no con la dosis intermedia (Ziv-Gal y cols., 2015).
En estudios epidemiolégicos, Erlichy cols. (2013) observaron una asociacion
entre la concentracion urinaria de BPA y la expresion del gen CYP19 (gen que
expresa a la enzima aromatasa, productora de estrogenos), de manera no
monotonica, en mujeres sometidas a tratamiento de fertilizacion in vitro. Por
otro lado, un estudio realizado con BPA a dosis bajas en un rango nanomolar
de 0.01-0.1 presentdé una NMDR al potenciar la amplificacion del centrosoma
en lineas de epitelio celular de prostata humana transformadas y no
transformadas, la NMDR se observo en 4 de 6 lineas celulares evaluadas
(Tarapore y cols., 2014). Cabe sefialar que las respuestas no monotonicas se
observan también con otros disruptores enddcrinos como los contaminantes
persistentes organicos (trans-nonaclor, diclorodifenildicloroetano —-DDE-,
bifenilos policlorados -PCB’s- y compuestos quimicos parecidos a las
dioxinas), el mono-(2-ethylhexyl)phthalate (MEHP), entre otros (Gore y cols.,
2015).

Vandenberg (2015) realizo un estudio para evaluar la incidenciade una NMDR
en estudios in vitro y observd que 59 de 250 experimentos realizados en 93
estudios reportaban una NMDR. Esos estudios tenian la caracteristica de
incluir al menos 5 dosis distintas. Ademas, las dosis abarcaban rangos
logaritmicos (5.6 log contra 3.9 log). Cabe sefialar que nuestro estudio abarcé
la evaluacion de 5 dosis logaritmicas de BPA (0.22, 2.2, 22, 220 y 2200 nM)

donde observamos NMDR, en al menos un punto de 6 de los experimentos
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realizados. Nuestros resultados son apoyados con los controles positivos que
utiizamos en cada uno de los experimentos, el DES para las respuestas
estrogénicas, el DON para la expansion de las células de la camula y la CBX
para los experimentos donde se evalué el cierre de las uniones Gap.

El BPA es un disruptor endécrino con la capacidad de detonar varios
mecanismos de accion, incluyendo la interferencia de la actividad de
receptores nucleares, principalmente los receptores a hormonas esteroides, y
el efecto sobre receptores huérfanos tales como el receptor a aril hidrocarburo
(AhR) (De Coster y cols., 2012). Ademas, el BPA se ha relacionado con vias
enzimaticas relacionadas con la sintesis de esteroides y con otros
mecanismos relacionados con procesos reproductivos y endécrinos (Marino 'y
cols., 2012). La aparicion de varios de los efectos nucleares y extranucleares
del BPA estan presentes en los estudios que presentan una NMDR, lo que
sugiere el amplio rango de efectos del BPA sobre diferentes células blanco
(Accociay cols., 2017).

4.8 Consideraciones finales

Integrando la informacion discutida en este apartado, nuestros datos indican
gue algunas dosis de BPA alteran la activacion de GJIC en el COC, lo que
conduce a una progresion prematura de la meiosis, lo cual afecta directamente
la maduracion de los ovocitos (Figura 16). Es bien sabido que la maduracion
del nicleo es un proceso esencial para que el ovocito se convierta en un
ovocito fertilizable (Edry y cols., 2006; Tripathi y cols., 2010). Por lo tanto, el
mecanismo de toxicidad del BPA observado en el presente estudio puede
sumarse y contribuir a los hallazgos anteriormente obtenidos de una reduccion
de la capacidad de los ovocitos de raton para ser fertilizados por un
espermatozoide (Moore-Ambriz y cols., 2015). Es prudente seguir evaluando
los efectos del BPA en concentraciones muy bajas (por debajo de las dosis de
referencia de 4 y 50 pg/kg/d de acuerdo con EFSA y EPA, respectivamente) y
por tiempo prolongados de exposicién, debido a que el uso de los articulos y

productos que contienen BPA es constante en la vida actual.
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El BPA continla siendo tema de controversia y es sujeto a regulacion y
prohibicion en diferentes paises. Es complicado tener un solo criterio al tomar
decisiones acerca del uso de este compuesto. Los desacuerdos pueden
deberse principalmente al amplio rango de concentraciones que se manejan
para la NOAEL, que van desde 5 pg/kg hasta 50 mg/kg/d, causando conflictos
al momento de tomar una decision sobre su uso (CERHR, 2008; Vandenberg,
2015; Gundert-Remy vy cols., 2016). Sin embargo, la prohibicién del uso de
este polimerizante viene ligada a la autorizacion de productos quimicos nuevos
de los cuales podemos desconocer su toxicidad. Consideramos que el
conocimiento de los efectos del BPA sobre los diferentes procesos fisiologicos
debe aumentar la idiosincrasia de los consumidores y hacerlos responsables

en el uso de los productos plasticos que puedan contener policarbonato.
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Eventos normales en el COC Eventos en el COC después de la exposicidon a BPA

Antes del estimulode laLlH  Después del estimulo de la LH Antes del estimulodelaLH Después del estimulo de LH

Ovocito .

Anafase
Telofase

@ AMPc « GMPc

Figura 16. Modelo propuesto del efecto del bisfenol A (BPA) sobre lareanudaciony progresion de lameiosisen el ovocito. Antes
de que se dé el estimulo de la hormona LH, nucleétidos como el AMPc y GMPc son transferidos a través de la comunicacién inter celular
mediada por uniones Gap (GJIC) (1). Después del estimulo de la LH, el factor de crecimiento epidermal (EGF) detona el cierre de las
uniones Gap (2), de este modo se provoca una caida en el flujo de los nucleétidos, lo cual promueve la ruptura de la vesicula germinal
(GBVD) asi como el arresto en metafase Il (MIl) (3). El BPA puede cerrar prematuramente y/o bloguear la GJIC (4), de esta manera se
detonala GVBD y el arresto en los estadios de anafase y telofase (5), sin que el proceso alcance la Mll (6). COC, complejo o vocito-células
de la cumula; GV, vesicula germinal; GVBD, ruptura de la vesicula germinal; MPF, factor promotor de la maduracién.
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5. Conclusiones

Las conclusiones que obtuvimos del presente estudio son las siguientes:

La exposicion de COCs a BPA en concentraciones ambientalmente
relevantes promovid una reanudacion prematura del ovocito, previa al
estimulo de maduracion.

La exposicién a BPA del COC promovié un arresto del proceso meiético
en los estadios de anafase y telofase durante la maduracion in vitro de
los COCs murinos.

El BPA disminuyd la GJIC en el COC, entre las células de la cimula y
entre las células de la cumula y el ovocito, sin alterar la expresion de
los genes de las conexinas que forman las uniones Gap en el COC ni
afectar la presencia de la proteina Cx43 formadora de las uniones gap
en las células de la cumula.

El efecto en el arresto del proceso meiotico se relacion6 directamente
con la alteracién de la GJIC en el COC debido a la exposicion al BPA.
El BPA disminuy6 la expansion de las células de la cimula durante la

maduracion del ovocito.
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6. Perspectivas

Las perspectivas generadas por el presente estudio son las siguientes:

e Evaluar posibles mecanismos celulares y moleculares, en las células de
la cumula provocados por el BPA, que alteren la GJIC y afecten el
proceso de maduracién del ovocito. Mecanismos como:

o Efecto del BPA sobre la presencia y funcion de proteinas
involucradas en la reanudacién de la meiosis (CDK1, ciclina B,
PDES3A, etc.).

o Evaluar la dinamica de los microtubulos, pericentrina y otras
proteinas involucradas en la formacion del huso meidtico y del
primer cuerpo polar).

o Evaluar la interaccion de los conexones en el ovocito con las
células del citoesqueleto.

e FEvaluar la capacidad fértil de los ovocitos, formacion del segundo
cuerpo polar y primeras divisiones del cigoto.

e Evaluar el efecto del BPA sobre la presencia y funcionalidad de las
uniones Gap del COC en un sistema in vivo.

e Evaluar el o los mecanismos de accion del BPA sobre la funcionalidad
de las células de la cumula después de la exposicion in vivo del COC.
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