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Resumen

La exposicion a disruptores endocrinos (DEs), como el filtro UV Benzofenona-
3 (BP3) y el Bisfenol A (BPA) es ubicua, ya que se encuentran presentes de consumo
masivo como son los productos de uso cotidiano (PCP), representando una amenaza
creciente para la salud reproductiva femenina. Esta tesis tuvo como objetivo
determinar el impacto de la exposicién a dosis relevantes de BP3, BPA y su mezcla
en periodos criticos del desarrollo, sobre la capacidad reproductiva a largo plazo.
Estudiamos especialmente su impacto sobre el desarrollo y funcionalidad de las
células germinales, integrando modelos in vivo de exposicion prenatal y perinatal,
considerando la multiparidad como factor de susceptibilidad diferencial, analisis
protedmico y modelos de ovulacion in vitro por cultivo de foliculos aislados.

En primer lugar, se evaluaron los efectos de la exposicion dérmica perinatal a
BP3 (50 mg/kg/dia) en un modelo murino. Si bien no se observaron alteraciones en
parametros gestacionales maternos, el principal hallazgo fue que la aparicion
temprana de subfertilidad en las hijas de las madres expuestas, evidenciada por un
menor numero de gestaciones en un protocolo de cria continua (FACB). Esta
disminucion de la capacidad reproductiva se asocié con una reduccion significativa de
la reserva ovarica, caracterizada por un menor nimero de ovocitos totales y foliculos
primordiales.

En una segunda instancia, se investigé el efecto de una exposicion prenatal
en un modelo de multiparidad y multiexposicion (BP3, BPA a dosis bajas y su mezcla)
sobre la respuesta ovulatoria. Demostramos que BP3 y BPA inhiben la ovulacién en
respuesta a gonadotrofinas especificamente en la descendencia de la segunda
gestacion (F1.P2), sin afectar la capacidad del ovario en la primera camada (F1.P1).
Mediante analisis protedmico, determinamos que los ovarios de las crias de F1.P2
sufren un colapso metabdlico severo, caracterizado por fallas en la B-oxidacion
mitocondrial y la proteostasis, 10 que explicaria su incapacidad energética para
responder al estimulo ovulatorio.

Finalmente, mediante el desarrollo de sistemas de cultivo de foliculos aislados
3D, mostramos que BP3 y BPA inhiben la ovulacion de forma directa a
concentraciones relevantes para la exposicion humana (similares a las del fluido
folicular). Este efecto se vinculdé a un menor crecimiento folicular en respuesta a la
accion de FSH, mediadas probablemente por la interferencia con el receptor de
estrégenos beta (RE).

En conclusion, en esta tesis demostramos que la exposicion a BP3 y BPA

compromete la fertilidad femenina a través de multiples mecanismos: el agotamiento

10



de la reserva ovarica, la alteracién directa del crecimiento folicular y la induccion de

estrés metabdlico ovarico exacerbado por la historia reproductiva materna.
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Abstract

Exposure to endocrine disruptors (EDCs), such as the UV filter Benzophenone-
3 (BP3) and Bisphenol A (BPA), is ubiquitous as they are present in mass consumption
products such as personal care products (PCPs), representing a growing threat to
female reproductive health. This thesis aimed to determine the impact of exposure to
relevant doses of BP3, BPA, and their mixture during critical periods of development
on long-term reproductive capacity. We specifically studied their impact on the
development and functionality of germ cells, integrating in vivo prenatal and perinatal
exposure models, considering multiparity as a differential susceptibility factor,
proteomic analysis, and in vitro ovulation models using isolated follicle cultures.

First, the effects of perinatal dermal exposure to BP3 (50 mg/kg/day) were
evaluated in a murine model. Although no alterations were observed in maternal
gestational parameters, the main finding was the early onset of subfertility in the
offspring of exposed mothers, evidenced by a lower number of pregnancies in a
continuous breeding protocol (FACB). This decrease in reproductive capacity was
associated with a significant reduction in the ovarian reserve, characterized by a lower
number of total oocytes and primordial follicles.

In a second stage, the effect of prenatal exposure in a model of multiparity and
multi-exposure (low-dose BP3, BPA, and their mixture) on the ovulatory response was
investigated. We demonstrated that BP3 and BPA inhibit ovulation in response to
gonadotropins specifically in the offspring of the second gestation (F1.P2), without
affecting the ovarian capacity in the first litter (F1.P1). Through proteomic analysis, we
determined that the ovaries of F1.P2 offspring undergo severe metabolic collapse,
characterized by failures in mitochondrial $-oxidation and proteostasis, which would
explain their energetic inability to respond to the ovulatory stimulus.

Finally, through the development of 3D isolated follicle culture systems, we
showed that BP3 and BPA inhibit ovulation directly at concentrations relevant to
human exposure (similar to those in follicular fluid). This effect was linked to lower
follicular growth in response to FSH action, likely mediated by interference with
estrogen receptor beta (ERB).

In conclusion, in this thesis, we demonstrate that exposure to BP3 and BPA
compromises female fertility through multiple mechanisms: the depletion of the ovarian
reserve, the direct alteration of follicular growth, and the induction of ovarian metabolic

stress exacerbated by the maternal reproductive history.

12
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1. Introduccién general

1.1.Salud reproductiva, infertilidad y exposicién ambiental a sustancias

quimicas

La salud reproductiva constituye un pilar fundamental del bienestar humano y
poblacional (Bhattacharjee et al., 2024; Diamanti-Kandarakis et al., 2009). En las
ultimas décadas, Argentina ha mostrado una disminucion sostenida en la tasa general
de fecundidad y la tasa de natalidad (Direccion Nacional de Poblacion, 2021) (Figura
1).

Tasa de Fecundidad y natalidad en Argentina -Periodo 1980-2019-
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Figura 1: Tasa natalidad y fecundidad. Tasa bruta de natalidad en Argentina (1980-2019). Tasa global
de fecundidad en Argentina (1980-2019). Modificado de Direccidon Nacional de Poblacion, 2021.
(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/2021/09/natalidad_y_fecundidad_en_argentina.1980_a_
2019.dnp_resumen_ejecutivo_nacional_final.pdf)

Si bien este fendmeno es multicausal y esta estrechamente vinculado a
cambios sociodemograficos y decisiones personales, estos patrones ocurren en un
contexto de creciente preocupacion por la salud reproductiva (Gore etal., 2015;
Organizacion mundial de la Salud, 2023). En este sentido, es preciso distinguir entre
la decision de no tener hijos y la infertilidad, definida como la incapacidad de lograr un
embarazo tras 12 meses 0 mas de relaciones sexuales regulares sin proteccion. El
reciente informe de la Organizacién Mundial de la Salud (Organizacién mundial de la
Salud, 2023) revela que la infertilidad afecta aproximadamente a 1 de cada 6 personas

(17.5% de la poblacion adulta) a nivel mundial (Figura 2).
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Figura 2: Prevalencia de infertilidad de por vida por regiones de la OMS. La infertilidad se define
clinicamente como la incapacidad de lograr un embarazo tras 12 meses o mas de relaciones sexuales
regulares sin proteccion. El grafico muestra que la infertilidad afecta aproximadamente al 17.5% de la
poblacién adulta a nivel mundial, lo que representa a 1 de cada 6 personas. Se observa una prevalencia
del 17.5% en la regién de las Américas y un maximo del 23.2% en el Pacifico Occidental, evidenciando
que este es un desafio de salud publica global independiente del nivel de ingresos de los paises.
Modificado de Infertility prevalence estimates, 1990-2021 (OMS, 2023).

Un cuerpo de evidencia cientifica creciente indica que la fecundabilidad
biologica esta siendo comprometida por factores ambientales (Inman & Flaws, 2024).
En este sentido, el enfoque DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease),
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también conocido como modelo de programacioén del desarrollo, aporta un marco
conceptual el cual postula que las exposiciones ambientales durante periodos criticos
del desarrollo temprano (incluyendo la gestacion y la vida perinatal) generan una
programacion pre y perinatal o “imprinting”. Este fendmeno es determinante para
inducir cambios persistentes en la estructura y funcion de los sistemas fisioldgicos,
condicionando la apariciéon de patologias y enfermedades en la vida adulta postnatal.
Este marco conceptual DOHaD surge de las observaciones de Barker en los afios '80,
quienes encontraron que el crecimiento fetal adversose correlaciona con
enfermedades metabdlicas cardiovasculares en la adultez. Estos estudios
demostraron que la desnutricion intrauterina predispone al individuo a alteraciones
permanentes en su fisiologia (por ejemplo, alterando la relacién glucosa—insulina) y
aumenta el riesgo de enfermedades cronicas laterales (Wadhwa et al., 2009). En otras
palabras, el concepto DOHaD postula que el ambiente prenatal (nutricién, toxinas,
estrés, etc.) “reprograma” de modo adaptativo los sistemas biologicos del feto,
moldeando su metabolismo, su funciéon hormonal y la estructura de érganos para toda
la vida (Wadhwa et al., 2009).

Este enfoque ha evolucionado, ampliando su perspectiva: no sélo el periodo
fetal sino también la infancia temprana (e incluso desde el ovocito) pueden tener
“efectos de programacion” duraderos. En entornos desfavorables, el feto puede
adoptar respuestas adaptativas que pueden resultar desventajosas si el ambiente
postnatal difiere, generando un desajuste entre la programaciéon prenatal y las
condiciones posteriores. Los mecanismos subyacentes incluyen modificaciones
epigenéticas, alteraciones en ejes endocrinos y cambios estructurales en tejidos en
desarrollo (Wadhwa et al., 2009).

En el contexto reproductivo, el enfoque DOHaD ha sido aplicado para entender
como las exposiciones gestacionales afectan el sistema reproductor femenino.
Muchos estudios mas recientes muestran que condiciones adversas en utero
(nutricion materna deficiente o excesiva, estrés, drogas o disruptores endocrinos)
provocan cambios permanentes en el eje hipotalamo—-hipofiso—ovarico y en la
arquitectura ovarica (Figura 3) (Yao et al., 2021). Tales reprogramaciones se traducen
en alteraciones de la pubertad, la reserva ovarica y la fecundidad de la descendencia,
e incluso pueden afectar la salud de la siguiente generacion a través del ovocito (Yao
etal., 2021). Estos conceptos fundamentales, respaldan que la historia de
exposiciones tempranas debe considerarse al analizar la funcién ovarica y las

consecuencias reproductivas en la vida adulta (Wadhwa et al., 2009; Yao et al., 2021).
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Figura 3: Las condiciones ambientales durante la gestacion pueden afectar de manera adversa el
fenotipo reproductivo de la descendencia femenina, con consecuencias para la fertilidad y la capacidad
reproductiva futura. Estos cambios estarian mediados por alteraciones programadas en la estructura,
maduracion y funcion de los tejidos reproductivos y del eje hipotalamo—hipéfiso—gonadal (HPG). Las
alteraciones reproductivas pueden depender o no de cambios en el peso al nacer y pueden ser
secundarias a modificaciones en la placenta durante la gestacion, asi como a alteraciones programadas
en la tasa de crecimiento posnatal de la descendencia y/o en la produccion de hormonas del eje
hipotalamo—hipdéfiso—adrenal (HPA), insulina, leptina y factores de crecimiento similares a la insulina
(IGFs). La programacion reproductiva puede manifestarse como cambios en el momento de inicio de la
pubertad y de la menopausia o del declive reproductivo, alteraciones del ciclo menstrual o estral, ovarios
poliquisticos y un mayor riesgo de canceres de tejidos reproductivos. Estas disfunciones reproductivas
pueden afectar la fertilidad y la fecundidad de la descendencia femenina y generar impactos negativos
en la segunda generacién. Modificado de Yao et al., 2021.

Entre estos factores del ambiente, uno de los mas importantes reside en la
exposicion a los disruptores endocrinos (DEs), es importante destacar que estas
sustancias quimicas no solo son capaces de interferir con el sistema hormonal a
concentraciones generalmente bajas (Bergman et al., 2013), sino que en realidad no
presentan una relacion dosis-efecto lineal clasica, sino una relacion de tipo curva no

monotonica, donde dosis bajas pueden generar efectos que no se observan a dosis
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altas (Vandenberg et al., 2012). La ubicuidad de estos compuestos en productos de
consumo masivo hace que la exposicion sea casi inevitable (Volkel et al., 2002). Por
ejemplo, se ha observado que la exposicién a un filtro solar ampliamente utilizado en
la formulacion de protectores solares, Benzofenona-3 (BP3) u oxibenzona, se tradujo
en la presencia de BP3 en la orina del 96.8% de la poblacion estadounidense (Calafat
et al., 2008), y que puede afectar negativamente el recuento de foliculos antrales (FA)
en mujeres jovenes, lo que evidencia un impacto directo sobre la reserva ovarica que
trasciende las decisiones personales sobre la maternidad (Silva, 2020).

Esta problematica se vuelve critica cuando las parejas recurren a las Técnicas
de Reproduccion Asistida (TRA). La evidencia actual demuestra que los DEs no solo
dificultan la concepcion natural, sino que también actian como una barrera en el éxito
de la Fecundacion In Vitro (FIV). Investigaciones en clinicas de fertilidad han
informado que niveles elevados de contaminantes ambientales, incluyendo muchos
categorizados como DEs, se asocian con una menor respuesta a la estimulacion
ovarica y una reduccion en la probabilidad de nacidos vivos (Tzouma et al., 2025).

Este escenario, en el cual la capacidad reproductiva biologica se ve
comprometida por agentes externos incluso frente a la intervencion médica, resalta la
necesidad de profundizar en el estudio de los DEs como factores determinantes en la
salud publica actual. En el siguiente apartado, se abordaran los criterios cientificos y
regulatorios internacionales que permiten identificar y clasificar a un compuesto como
un PE.

1.2.Disruptores endocrinos

En las Ultimas décadas, el interés por las sustancias capaces de interferir con
el sistema endocrino ha crecido de manera acelerada, en paralelo al drastico aumento
en la produccion, uso y persistencia ambiental de miles de compuestos quimicos de
origen industrial, doméstico y agricola. Estos compuestos, que pueden ser tanto de
origen natural como sintético, representan actualmente uno de los desafios mas
importantes para la salud ambiental y reproductiva debido a su ubicuidad y potencial
de bioacumulacién (Bergman et al., 2013; Organizacién mundial de la Salud, 2023).

La preocupacioén cientifica se fundamenta en un punto central: el sistema
endocrino opera mediante sefales hormonales de muy baja concentracion, y
pequefas interferencias en su accion pueden generar efectos desproporcionados
sobre el desarrollo, la maduracion sexual, la fertilidad y la homeostasis metabdlica. A
diferencia de los toxicos clasicos, los DEs pueden actuar a dosis bajas "secuestrando”

la maquinaria celular destinada a las hormonas endégenas (Darbre, 2022). Asimismo,
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la exposicidn de las poblaciones es elevada debido a que muchos de estos
compuestos forman parte de productos de uso masivo, persisten en el medio
ambiente y se bioacumulan a través de las redes alimentarias. En mamiferos, debido
a sus caracteristicas lipofilicas que les permiten atravesar las membranas plasmaticas
libremente, muchos poseen la capacidad de ser transferidos al feto en desarrollo a
través de la placenta o al recién nacido mediante la leche materna, lo que permite una
exposicion continua durante las etapas mas vulnerables de la vida (Santamaria et al.,
2020; Volkel et al., 2002).

Dentro de la amplia diversidad de DEs, un porcentaje significativo se clasifica
como estrogenos ambientales o xenoestrogenos (XEg). Estos compuestos se
caracterizan por su capacidad de unirse a los receptores de estrogenos (REs) y
desencadenar respuestas agonistas o antagonistas que alteran la via de accion
estrogénica natural. Se ha determinado que la exposiciéon a XEg se asocia con
diversas patologias como cancer de mama y testiculo, subfertilidad, infertilidad y bajo
recuento espermatico (Gachowska et al., 2024; Skakkebaek et al., 2016). En este
sentido, es importante destacar que la infertilidad por exposicion a DEs, y en particular
a los filtros solares como BP3, también puede deberse a alteraciones directas sobre
el sistema reproductor masculino (Li et al., 2024). Asimismo, cabe mencionar que,
mas alla de los mecanismos periféricos a nivel gonadal, las fallas en la fertilidad
pueden producirse por cambios a nivel neuroendocrino, afectando la regulacion
central del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal (Stoker et al., 2020; Yao et al., 2021). En
la hembra, se ha demostrado que la exposicién a compuestos como bisfenoles,
ftalatos, pesticidas y filtros UV (incluido BP3) puede asociarse con alteraciones
ovaricas profundas, incluyendo la reduccion de la reserva folicular, la desregulacion
de la esteroidogénesis y fallos en la ovulacion (Bergman et al., 2013; Diamanti-
Kandarakis et al., 2009).

Debido al incremento observado a nivel mundial en la incidencia de patologias
reproductivas de etiologia endocrina, la hipétesis general en este campo sostiene que
dicha tendencia esta causada, al menos en parte, por la creciente exposicién a los
DEs presentes en el entorno (Organizacion mundial de la Salud, 2012). Muchos de
estos defectos reproductivos podrian ser el resultado de alteraciones producidas
durante periodos organizacionales criticos de alta sensibilidad, tanto en la vida fetal
como postnatal temprana, donde la presencia de estas sustancias altera la
programacion normal de los tejidos y 6rganos (Bergman et al., 2013; Yesildemir &
Celik, 2024).
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1.2.1. ¢;Qué son las disruptores endocrinos? Definiciones y criterios

La comunidad cientifica y regulatoria ha establecido criterios especificos para
definir a las sustancias DEs donde la definicion mas citada, adoptada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Programa de las Naciones Unidas para
el Medio Ambiente (PNUMA), es la siguiente: Una Sustancia disruptora edocrina es
"una sustancia o mezcla exdgena que altera la(s) funcién(es) del sistema endocrino
y, consecuentemente, causa efectos adversos para la salud en un organismo intacto,
su descendencia o subpoblaciones" (Bergman et al., 2013). Es fundamental destacar
que esta definicion hace una distincion técnica critica respecto a un "disruptor
endocrino potencial”, el cual se define como una sustancia exdégena que posee
propiedades que podrian llevar a la disrupcién endocrina, pero cuyo efecto adverso
consecuente aun no ha sido demostrado concluyentemente en un organismo intacto
(Bergman et al., 2013).

Para que un compuesto sea clasificado formalmente como un PE, debe
demostrarse la presencia de tres elementos interconectados (Figura 4) (Bergman
et al., 2013; Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

1. Causa: Existencia de una sustancia quimica exdgena.

2. Mecanismo: La sustancia debe tener la capacidad de interferir con la
funcién hormonal. Esto no se limita Unicamente a la interaccién con receptores, sino
que puede implicar la alteracién de la sintesis, secrecion, transporte, unién, accién o
eliminacion de las hormonas naturales del cuerpo.

3. Efecto: Debe existir evidencia de efectos adversos para la salud. En el
contexto toxicoldgico, un efecto adverso se define como un cambio en la morfologia,
fisiologia, crecimiento, desarrollo o vida util de un organismo que resulta en un
deterioro de la capacidad funcional para compensar estrés adicional o un aumento en

la susceptibilidad a otras influencias ambientales.
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Figura 4: Representacion esquematica del mecanismo de accién de un disruptor endocrino (PE). El
diagrama ilustra la secuencia causal requerida para definir un compuesto como PE. A la izquierda, la
exposicién a una sustancia quimica exégena (ejemplificada por el Bisfenol A, un plastificante comun). En
el centro, se detalla el mecanismo de interferencia hormonal: debido a su similitud estructural con las
hormonas enddgenas, el disruptor se une al receptor celular y lo bloquea (actuando como antagonista),
lo que impide la unién de la hormona natural y la consecuente sefializacion fisiolégica. A la derecha, esta
alteracion molecular sostenida conduce a un efecto adverso a nivel tisular, representado aqui por una
falla en la morfologia y funcionalidad ovarica. Este flujo ejemplifica los criterios de la OMS/PNUMA (2012)
para la identificacion de DEs.

1.2.2. Actualizacion del informe sobre el estado de la ciencia en

disruptores endocrinos

Si bien las definiciones dadas por OMS/PNUMA siguen siendo el consenso
cientifico internacional, recientemente la Asamblea de las Naciones Unidas para el
Medio Ambiente (UNEA) solicité al Director Ejecutivo del PNUMA, que en cooperacion

con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se procediera a actualizar el informe

2012 State of the Science of Endocrine Disrupting Chemicals (Resolution 5/7). De
manera similar, en su 76.2 sesion, la Asamblea Mundial de la Salud (WHA) adopté la
resoluciéon WHA76.17, solicitando al Director General que trabajara conjuntamente
con el PNUMA para actualizar dicho informe. En respuesta a estas solicitudes,
PNUMA y OMS estan colaborando en el desarrollo de la version actualizada del
informe sobre el estado del conocimiento cientifico en materia de disruptores
endocrinos.

Entre otras acciones, se ha establecido un Grupo de Expertos del PNUMA y
la OMS con el objetivo de orientar y respaldar el trabajo. Asimismo, se conformd un
equipo de autores lideres para guiar el desarrollo de los distintos capitulos. Los
avances en la actualizacion del informe fueron presentados ante la UNEA-7

(document UNEP/EA.7/INF/7). Se espera que el informe esté disponible antes de la

primera sesion de la Conferencia Internacional del Marco Global sobre Sustancias
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Quimicas (Ginebra, noviembre de 2026), segun lo solicitado por la UNEA en su
séptima sesion (Resolution 7/8). La publicacién del informe tiene, entre otros objetivos,
respaldar los debates de politica global, incluyendo la consideracién de los disruptores

endocrinos como una cuestion de interés global.

1.2.3. Mecanismos de accién de los disruptores endocrinos

Los muestran una diversidad de mecanismos moleculares a través de los
cuales logran interferir con la homeostasis hormonal (Bergman et al., 2013). La
disrupcion endocrina no responde a un unico modo de accién, sino que abarca una
amplia gama de interferencias que pueden ocurrir en distintas etapas de la
sefalizacién hormonal: desde la sintesis y el transporte, hasta la union al receptor y
la posterior respuesta celular (Bergman etal., 2013; Gore etal., 2015).
Recientemente, la comunidad cientifica ha alcanzado un consenso que identifica diez
caracteristicas clave que describen las formas en que los compuestos quimicos
pueden interactuar con el sistema endocrino y alterarlo (La Merrill et al., 2020).

Como se ilustra en la Figura 5, la interferencia de los trasciende la vision
clasica centrada unicamente en el receptor, abarcando procesos sistémicos que
incluyen:
¢ Interaccion directa con receptores (Figura 5, representacion 1 y 2): los pueden

actuar como ligandos agonistas, mimetizando la accién de las hormonas
endogenas y activando respuestas celulares inapropiadas, o como antagonistas,
ocupando el sitio de unién del receptor sin activarlo, lo que impide fisicamente que
las hormonas naturales ejerzan su funcion bioldgica (Diamanti-Kandarakis et al.,
2009; La Merrill et al., 2020).

e Alteracion de la expresion y transduccion (Figura 5, representacion 3 y 4): estas
sustancias tienen la capacidad de modificar la sintesis y expresién de los
receptores hormonales, ademas de interferir en las vias de sefalizacion
intracelular y la transduccién de sefales posteriores a la union del ligando (La
Merrill et al., 2020).

e Modificaciones epigenéticas (Figura 5, representacion 5): un mecanismo critico
es la induccién de alteraciones en el patron de metilacion del ADN o
modificaciones de histonas, generando un imprinting epigenético lo que puede
"programar" cambios en la expresion génica a largo plazo que se manifiestan en
la vida adulta o incluso persisten a través de generaciones (La Merrill et al., 2020;
Yesildemir & Celik, 2024).
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¢ Interferencia en el metabolismo hormonal (Figura 5, representacion 6, 7, 8 y 9):

los pueden alterar la sintesis de hormonas, afectando la actividad de enzimas

clave como la aromatasa, e interferir en el transporte de hormonas a través de

membranas celulares, su distribucion sistémica y las tasas de aclaramiento o

eliminacién metabdlica (Gore et al., 2015; La Merrill et al., 2020).

e Destino y viabilidad celular (Figura 5, representacion 10): la exposicién a estos

contaminantes puede alterar procesos fundamentales del ciclo de vida celular,

incluyendo impactos directos sobre la proliferacion, la diferenciacion y la induccion

de procesos de apoptosis, todos ellos criticos para la funcionalidad y la reserva

del 6rgano ovarico (Inman & Flaws, 2024; La Merrill et al., 2020).

Es importante destacar que la complejidad de los radica en que su accion no

es necesariamente a través de un mecanismo; un mismo compuesto puede exhibir

multiples caracteristicas clave de forma simultanea o actuar de manera tejido-

especifica dependiendo del contexto biolégico y de los coreguladores presentes (La

Merrill et al., 2020; Pena-Fernandez et al.,
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Figura 5: Las diez caracteristicas clave de las sustancias disruptoras endocrinas (). El esquema resume
los mecanismos bioldégicos mediante los cuales los DEs pueden interferir con el sistema endocrino: 1)
interaccidon con receptores (agonismo/antagonismo); 2) alteracién de la expresion de receptores; 3)
interferencia en la transduccion de sefiales; 4) induccion de cambios epigenéticos; 5) alteracion de la
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sintesis hormonal; 6) interferencia en el transporte de hormonas; 7) cambios en la distribucién y niveles
circulantes; 8) alteracion del metabolismo o aclaramiento hormonal; y 9) modificacion del destino celular
(proliferacion, diferenciacion y apoptosis). Estos mecanismos reflejan la naturaleza sistémica de la
disrupciéon endocrina, permitiendo que un mismo compuesto afecte multiples vias de sefializacion de
manera simultanea. Modificado de La Merrill et al., (2020).

1.2.4. Conceptos clave en perturbacion endocrina

Basandonos en la biologia de los sistemas hormonales, es fundamental

comprender diferentes conceptos que se desarrollaran a continuacion.

1.2.4.1. Efectos a bajas dosis y curvas de dosis-respuesta no

monotonicas

El estudio de los DEs desafia el dogma toxicolégico clasico de que "la dosis
hace al veneno" (Paracelsus). Los DEs suelen presentar curvas de dosis-respuesta
no monotdnicas (Figura 6) donde dosis bajas pueden generar efectos que no se
observan a dosis altas (Vandenberg et al., 2012). Este fendmeno es biolégicamente
plausible debido a mecanismos como la saturacién de receptores, la desensibilizacion
(down-regulation) de los mismos ante concentraciones crecientes, o la superposicion
de multiples mecanismos de accién que operan a distintas concentraciones (por
ejemplo, proliferaciéon celular a dosis baja versus citotoxicidad a dosis alta) (Darbre,
2022). Esto justifica la relevancia de estudiar dosis ambientalmente relevantes en

lugar de extrapolar desde dosis toxicas altas.

Curvas no monotonicas

Curva U invertida Curva U Curva multifasica
A A A
w <) (]
3 3 =
Q Q Q
wv v wv
L7} Q Q
oc o o
> S >
Dosis (concentracion) Dosis (concentracion) Dosis (concentracién)

Figura 6: Tipos de curvas de dosis-respuesta no monoténicas. Representacion esquemética de tres
patrones caracteristicos de respuesta no lineal: (A) Curva en forma de U-invertida, (B) Curva en forma
de U y (C) Curva multifasica. Estos perfiles se definen como NMDRCs debido a que la pendiente de la
curva cambia de signo una o mas veces dentro del rango de dosis evaluadas. Esta dinamica biol6gica
pone de manifiesto que el efecto observado en un punto determinado no permite realizar suposiciones o
extrapolaciones sobre los efectos de otras dosis, subrayando la imprevisibilidad de los disruptores
endocrinos bajo los modelos de evaluacion toxicoldgica tradicionales. Fuente: basada en Vandenberg et
al. (2012).
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1.2.4.2. Ventanas criticas de susceptibilidad

La sensibilidad a los DEs no es uniforme, sino que depende criticamente del
momento de la exposicion. En general, la sensibilidad a la disrupcién endocrina es
maxima durante periodos de desarrollo tisular, donde las dosis necesarias para inducir
efectos adversos son mucho menores que las requeridas en el adulto. Como vimos al
describir los conceptos del marco tedérico conocido como DOHaD, durante estas
ventanas de elevada plasticidad, las interferencias quimicas pueden alterar la
programacion del desarrollo, induciendo cambios permanentes en la estructura y
funcion de los 6rganos que predisponen a enfermedades en la vida adulta (Bergman
et al., 2013; Pefa-Fernandez et al., 2022) Estas ventanas abarcan distintos procesos

comunes a varias especies (Figura 7).

Last ¥ PGCs migrate  PGC migration  Distinct male and starts of FSH number Birth
period 10 hindgut complete female gonads producing GnRH  and LH production of germ cells
Waek 0 Week 2 Week 3 Woek 5 Wook 7.5 Woek 8 Weok 12 Weok 15 Week 20 Woek 40
Conception Implantation PCG Ovary Be-potential Sex Androgen Follicte Birth
migration apparent gonag determination levels peak formation
\
\“ Day 0 Day 4 Day 7-11 Day 10 Dy 11 Day 12 Day 17 Day 18-PNDE Day 20
Conception Implantation Gonadsl Most germ cells Organoganesis Bith  Folliculogenesis
differenuation enter genital ridge compiated
Day 0 Day 6 Day 14-16 Day 16 Day 19 Day 30 PND16
c Stant of steroidogenesis Sexual diffierontiation LM present in pituttary Completon of fotal ovarian Buth
o of germ cell migration complete gonadotrophs. folliculogonesis
" Day 0 Day 14 Day 30 Day 50 Dsy 70 Day 110 Day 144

Figura 7: Comparacion temporal de las etapas criticas del desarrollo intrauterino del sistema reproductor
femenino en distintas especies. Humanos, expresado en semanas (W); ratén, conejo y oveja, expresado
en dias (D). Los distintos puntos temporales del desarrollo reproductivo, tales como la migracion de las
células germinales primordiales (PGC), el desarrollo gonadal y la foliculogénesis, evidencian la existencia
de ventanas de vulnerabilidad frente a factores externos. Dichos factores pueden reprogramar distintos
procesos en el sistema reproductivo en funcion del momento y la duracion de la exposicion. Modificado
de Yao et al., 2020.

Dichos factores pueden reprogramar distintos procesos en el sistema
reproductivo en funcion del momento y la duracion de la exposicion. Modificado de
Yao et al., 2020.

En roedores, de particular interés son algunos periodos o ventanas de
exposicion importantes para evaluar el impacto de los DEs sobre la fertilidad y la
reserva germinal (Pefia-Fernandez et al., 2022):

a) Periodo prenatal: implantacion y organogénesis temprana: Esta ventana
abarca hitos criticos del desarrollo temprano que son altamente sensibles a la
disrupcién endocrina (Figura 8). Entre ellos se destacan la implantacion
embrionaria (dg 4,5-5), el inicio de la remodelacién de las arterias espiraladas (dg

6—10), fundamental para establecer la comunicacion materno-fetal y la salud de la
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b)

placenta, y la especificacion y migracion de las células germinales primordiales
(CGPs) (dg 7,25-10) (Charalambous et al., 2012; Richardson & Lehmann, 2010;
Rusidzé et al., 2023).

Dado que estos procesos sientan las bases de la arquitectura tisular y la dotacion
germinal, cualquier interferencia quimica en este periodo puede tener
consecuencias a largo plazo en la funcion reproductiva. El impacto de esta
exposicion puede evaluarse, por ejemplo, en la etapa prepuberal de la
descendencia mediante protocolos de superovulacién para cuantificar la
capacidad de respuesta del ovario, la dinamica folicular y los niveles hormonales
(estradiol (E-), progesterona (P4) y testosterona (T)) (Santamaria et al., 2017).
Periodo postnatal: ensamblaje folicular y lactancia (Figura 8): A diferencia de
la gametogénesis masculina, el desarrollo de los foliculos ovaricos y el
establecimiento de la reserva germinal definitiva ocurren exclusivamente en la vida
fetal y neonatal temprana; una vez formada, esta reserva es finita y no se regenera
(Sadler, 2023).

En este periodo los hitos biolégicos claves incluyen:

Ruptura de nidos y ensamblaje folicular: Entre el final de la gestacion y los
primeros dias postnatales, los nidos ovigeros (cumulos de ovocitos
interconectados) deben romperse para que cada ovocito sea rodeado por células
pre-granulosas, formando los foliculos primordiales (Pepling, 2012). La literatura
indica que la exposicion a DEs interfiere con esta transicion, inhibiendo la ruptura
de los nidos y predisponiendo a la formacion de foliculos multioocitarios (MOFs) y
a un agotamiento acelerado de la reserva o falla ovarica prematura (Santamaria,
2016).

Lactancia como via de bio-transferencia: La inclusién de la lactancia, hasta el
dia postnatal 21 (destete), se justifica por la naturaleza lipofilica de muchos DEs y
de los compuestos estudiados en esta tesis (BP3 y BPA). Estos quimicos tienden
a bioacumularse en el tejido adiposo materno y son movilizados preferencialmente
hacia la leche materna durante la lactancia (Vandenberg et al., 2012). Por lo tanto,
esta ventana permite capturar una exposicién continua y sistémica del neonato,
quien recibe una carga quimica significativa en un periodo donde sus sistemas de

detoxificacion aun son inmaduros.
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Ruptura de nidos
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Figura 8: Cronograma del desarrollo reproductivo y ventanas de exposicién en modelo de ratéon. Se
detallan los hitos biolégicos clave durante los periodos prenatal y perinatal. GD: dia de gestacién; DPN:
dia postnatal. Fuente basada en Richardson y Lehmann (2010), Pepling (2012) y Hedrich, H. (2012).

c) Periodo perinatal (Figura 8): varios trabajos exploran las consecuencias de la
exposicion a un periodo denominado perinatal, que integra las etapas prenatal y
postnatal. Estos trabajos muestran que este periodo de exposicién también
constituye una ventana sensible a la accibn de los DEs, impactando
negativamente en la capacidad reproductiva de la descendencia (Cabaton et al.,
2011; Padmanabhan et al., 2016; Reynolds & Caton, 2012; Santamaria et al.,
2017).

1.2.4.3. El "Efecto Coctel": exposicion a mezclas complejas

Un aspecto de creciente relevancia y complejidad en la toxicologia moderna
es el estudio de los efectos producidos por las mezclas de compuestos.
Tradicionalmente, la gran mayoria de los estudios toxicologicos se han centrado en
evaluar compuestos quimicos individuales; sin embargo, en la realidad ambiental, es
practicamente imposible que los seres humanos o los animales estén expuestos a un
solo quimico de forma aislada (Bergman et al., 2013; Organizacion mundial de la
Salud, 2023). En lineas generales, estamos expuestos a cientos de sustancias
sintéticas a través del agua, el aire, la comida y productos de uso cotidiano (Bergman
et al., 2013). Esta exposicion comienza incluso antes del nacimiento, ya que se ha
demostrado que el feto esta expuesto a numerosos productos quimicos en el ttero, y
tanto seres humanos como animales nacen con decenas de sustancias quimicas
sintéticas en su torrente sanguineo (Bergman et al., 2013; Santamaria et al., 2020).

La exposicion simultanea a multiples compuestos puede generar efectos
incrementales o impactar blancos de accion (fargets) no predecibles mediante el
estudio de los compuestos individuales (Zeliger, 2011). Bajo esta légica, dosis

consideradas "seguras" para un quimico aislado pueden volverse disruptivas al actuar
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en combinacion, presentando curvas de dosis-respuesta no lineales o sinérgicas
(Minguez-Alarcon et al., 2023; Vandenberg et al., 2012). Estudios de biomonitoreo
refuerzan esta preocupacion al detectar frecuentemente distintos DEs, como
bisfenoles y filtros UV, en las mismas muestras de orina, suero y leche materna,
evidenciando una co-exposicion crénica en la poblacion (Santamaria et al., 2020;
Volkel et al., 2002).

A pesar de que la exposicion a mezclas ha sido sefialada como una fuente de
efectos a dosis mas bajas de lo esperado (Zeliger, 2011), existe una carencia relativa
de evidencia cientifica sobre como la interaccion especifica entre DEs puede afectar
la funcidn ovarica y la reserva germinal. Basandonos en los conceptos de ventanas
de susceptibilidad y la posible potenciacion de efectos por co-exposicion,
incorporamos este aspecto buscando esclarecer si la accion conjunta de DEs
compromete de manera diferencial el desarrollo folicular y el potencial reproductivo,
superando las limitaciones de las evaluaciones toxicoldgicas tradicionales basadas en

sustancias unicas (Santamaria et al., 2016; Santamaria et al., 2017)

1.24.4. Multiparidad

Un aspecto innovador y central de este plan de trabajo es la incorporacion de
la multiparidad como factor modulador de la respuesta a los DEs. La gran mayoria de
los estudios toxicoldgicos tradicionales se han centrado en evaluar los efectos
asociados a una unica gestacion en hembras jovenes y nuliparas, desconociendo la
influencia que la historia reproductiva y el nimero de gestaciones pueden tener sobre
los parametros endocrinos y la resiliencia del sistema reproductivo (Merrill et al., 2021;
Moon et al., 2023).

De esta manera, sucesivas gestaciones pueden generar modificaciones en la
respuesta fisiolégica del organismo (Bridges, 2015), modificando asi su
susceptibilidad a los DEs. Por lo tanto, evaluar los efectos a lo largo de gestaciones
sucesivas ofrece una perspectiva integradora sobre los riesgos acumulativos
asociados a la paridad, un contexto fisioldgicamente relevante que a menudo se pasa

por alto en estudios sobre disrupcién endocrina.

1.2.4.5. Disruptores endocrinos relevantes: benzofenona-3 y
bisfenol-A

La eleccién de BPA y BP3 como objeto de estudio en este plan de tesis
responde a su ubicuidad ambiental y a la frecuencia con la que ambos compuestos

co-existen en el organismo humano. Ademas, ambos compuestos son aditivos
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fundamentales en productos de consumo masivo, y su presencia conjunta en matrices
biolégicas como orina, suero y leche materna justifica la necesidad y relevancia de
evaluar sus efectos no solo de forma individual, sino como una mezcla con potencial
sinérgico. De particular interés resultan los productos de cuidado personal (PCP), tal
como puede observarse en la Figura 9.

Aunque BPA no se utiliza como ingrediente intencional en PCP, diversos
estudios han demostrado su presencia en cosméticos y protectores solares, atribuida
principalmente a la migracion desde materiales plasticos del envase y a procesos de
fabricacion, constituyendo una fuente adicional de exposicion cutanea crénica (Jala
et al., 2022).

Antienvejecimiento Filtros UV
Etinilestradiol Benzofenonas
Desodorante K , Plastificante/ humectante
Triclosan s : Dietilftalato
) o . 4
Emoliente Compuestos presentes en Tensioactivo
Ciclosiloxano D4 productos de cu'"’jado Nonilfenol
personal con accion PE
Conservante x/ \ Fijador de fragancia
Parabenos Almizcles, Lilia
Plastico Componentes herbales
Bisfenoles Fitoestrogenos

Figura 9: Compuestos con actividad PE presentes en PCP. El esquema detalla las diversas categorias
funcionales de los ingredientes (filtros UV, conservantes, plastificantes, etc.) y ejemplos de compuestos
especificos asociados a cada una. Modificado de Darbre, 2022.

1.2.5. Benzofenona-3

El BP3 u oxibenzona (Figura 10) es uno de los agentes bloqueantes de rayos
ultravioleta (UV) mas ampliamente utilizados en la composicion de cremas protectoras
solares para prevenir las quemaduras y los cambios degenerativos de la piel causados
por la radiacién. Junto con otros bloqueantes solares, puede catalogarse como un Xeg
dado que ha demostrado actividad estrogénica por su capacidad para inducir
proliferacion en células de la linea MCF-7 (ensayo E-SCREEN) y en el ensayo
uterotrépico (Schlumpf et al., 2001). Debido a que BP3 es un compuesto altamente
lipofilico, posee una gran capacidad para bioacumularse y permanecer en el
ambiente, afectando tanto a animales como a seres humanos. Las vias de exposicion
son diversas; la via oral puede ser directa o asociada a la ingesta de comida

contaminada, ya que el compuesto ha sido detectado en cantidades significativas en
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la grasa de peces, en concentraciones similares a otros contaminantes ambientales
con actividad estrogénica como el DDT vy los bifenilos policlorados (Schlumpf et al.,
2001). Asimismo, su presencia es recurrente en distintos ambientes acuaticos,
incluyendo rios, agua potable y efluentes (Balmer et al., 2005; Cuderman & Heath,
2007; Loraine & Pettigrove, 2006; Stackelberg et al., 2004).

Para los seres humanos, la via de exposicion preponderante es la aplicacion
dérmica de protectores solares (Aghazarian et al., 1999; Hayden etal., 1997). Al
respecto, se ha establecido que una dosis de 50 mg/kg de peso corporal/dia
corresponde a la exposicion de BP3 tras una aplicacion topica dérmica de un protector
solar con una formulacion al 10%, bajo protocolos controlados en seres humanos
(Janjua et al., 2008). La magnitud de esta exposicion es global; se han detectado
cantidades significativas de BP3 en el 96.8% de la poblacion estadounidense
estudiada (Calafat et al., 2008) lo que correlaciona con reportes que indican que estos
agentes retrasan la pubertad masculina, modifican el peso de érganos reproductivos,
alteran la expresion de genes dependientes de estrogenos en utero y préstata, y

perturban la regularidad del ciclo estral (Schlumpf et al., 2008).

BENZOFENONA-3

H.CO OH

Figura 10: Estructura quimica del BP3. Esta molécula, comiunmente conocida como oxibenzona, es un
filtro ultravioleta utilizado ampliamente en protectores solares y cosméticos. Se clasifica como un
disruptor endocrino debido a su capacidad para interferir con las hormonas naturales, afectando procesos
clave como el desarrollo de los foliculos y la funcion del ovario. Su estudio es el eje central de este trabajo
de optimizacién de extraccién proteica.

Mas recientemente, se demostré que la aplicacion de BP3 en personas,
usando distintos formatos de producto (locion, spray, crema, etc), en regimenes de
administracién de uso simple o maximizado, se tradujo en concentraciones promedio
en sangre de 258.1 (locion) y 180.1 (aerosol) ng/mL, permaneciendo en circulacion

hasta 17 dias posteriores a la ultima aplicacion en piel (Matta et al., 2019, 2020).
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1.2.6. Bisfenol-A

El BPA (Figura 11) es un estrogeno ambiental utilizado ampliamente en la
manufactura de policarbonatos plasticos, resinas epoxi, pesticidas, productos
antioxidantes, selladores dentales y barnices. Debido a la exposicién al calor o
cambios de pH, este compuesto se libera de los envases de bebidas y alimentos,
facilitando su ingreso al organismo (Richter et al., 2007; Vandenberg et al., 2009). La
preocupacién sobre su impacto en la salud humana se sustenta en hallazgos que
documentan su presencia en suero de fetos de 15 a 18 semanas de gestacion y su
capacidad de acumularse en el fluido amniético, alcanzando concentraciones cinco
veces superiores a las séricas (Ikezuki et al., 2002).

Para profundizar en el estudio del BPA, es necesario considerar la evolucion
de los lineamientos internacionales de seguridad. Tradicionalmente, agencias como
la EPA (USA) y la ANMAT (Argentina) han adoptado una dosis de referencia de 50
ug/kg de peso corporal/dia. No obstante, la European Food Safety Authority (EFSA)
establecio en 2015 una ingesta diaria tolerable temporal (t-TDI) de 4 yg/kg pc/dia. En
un cambio de paradigma, la EFSA publicé en 2023 un documento recomendando
reducir drasticamente este limite a 0.2 ng/kg.pc/dia (EFSA Panel on Food Contact
Materials, Enzymes and Processing Aids (CEP) et al., 2023), lo cual fundamento la
promulgacién del Reglamento (UE) 2024/3190, vigente desde enero de 2025. Si bien
esta nueva reglamentacion practicamente prohibe el uso de BPA en materiales en
contacto con alimentos, establece periodos de transicion de hasta 4 afos, permitiendo
la presencia de estos materiales en el mercado hasta los afios 2028-2029 segun el
producto. Esta ventana legal implica que, incluso en Europa, la poblacion continuara

expuesta cronicamente al compuesto durante el proceso de sustituciéon industrial.
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BISFENOL-A
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Figura 11: Estructura quimica del BPA. Esta molécula es un componente clave en la fabricacion de
plasticos de policarbonato y resinas epoxi, presentes en numerosos productos de consumo diario. Es
ampliamente reconocido como un disruptor endocrino con actividad estrogénica, capaz de mimetizar las
hormonas naturales e interferir en la sefalizacion del ovario, alterando procesos criticos como el
establecimiento de la reserva folicular.

Este escenario es aun mas critico en nuestra region, donde la brecha
regulatoria permite que el BPA se siga utilizando bajo estandares de dosis mucho mas
elevadas (50 pg/kg pc/dia). En este contexto, hemos publicado que dicha exposicion
condiciona negativamente la respuesta del ovario a tratamientos con gonadotrofinas
(Santamaria et al., 2017), tal como se sospecha que ocurre en mujeres que cursan
protocolos de fertilizacion in vitro (Mok-Lin et al., 2010; Rochester, 2013). Muy pocos
trabajos evaluan los efectos de BPA en dosis comparables a la TDI de 4 ug/kg pc/dia.
Usando una dosis aproximada de 3 ug/kg pc/dia administrada durante la gestacion y
la lactancia, se ha reportado que el BPA altera el funcionamiento normal del eje
reproductivo en ratas machos y hembras prepuberes (Gamez et al., 2014, 2015). La
carencia relativa de trabajos que evaluen los efectos de la dosis de 4 ug/kg pc/dia, o
de dosis ambientalmente relevantes comparables a las concentraciones halladas en
el fluido folicular (FF) humano, constituye un area de vacancia cientifica critica que

este plan de tesis pretende cubrir en parte.
1.3.Desarrollo ovarico y funcién reproductiva

1.3.1. Ontogenia y determinacién sexual de la génada

La formacion del ovario se inicia con el establecimiento de una gonada
bipotencial, la cual es colonizada por las células germinales primordiales que migran

desde el epiblasto hacia las crestas genitales (Sadler, 2023). Durante este trayecto
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migratorio, las células germinales llevan a cabo una reprogramacion epigenética
masiva que incluye la desmetilacion global del genoma y el borrado de la impronta
parental (fenédmeno de imprinting) (Saitou & Yamaiji, 2012). Este proceso de
programacion pre y perinatal es de vital importancia para la fertilidad futura, ya que
asegura que las células recuperen su potencialidad y puedan transmitir una
informacion genética integra a la descendencia, sentando las bases de la calidad de
los gametos que se desarrollaran mas adelante.

En cuanto a la determinacion sexual, las evidencias actuales han superado la
idea de que el ovario es una ruta "por defecto". Se entiende ahora como un proceso
genéticamente activo donde la identidad femenina de la génada se establece
mediante una regulacién coordinada que guia a las células hacia el linaje de la
granulosa (Stévant et al., 2019). Esta diferenciacion temprana es un paso critico para
la constitucion de la reserva ovarica, ya que la correcta interaccion entre las células
germinales y las células de soporte es lo que permitira, posteriormente, la formacion
de los foliculos primordiales. Asi, la estabilidad de la identidad ovarica desde las
etapas embrionarias garantiza que la génada mantenga su capacidad funcional para
sustentar la vida reproductiva desde el nacimiento hasta la edad adulta (Garcia-Ortiz
et al., 2009).

1.3.2. Histogénesis ovarica, ruptura de nidos y establecimiento de la

reserva folicular

Una vez establecida la identidad gonadal femenina, el ovario fetal experimenta
una drastica reorganizacion arquitecténica y celular. Inicialmente, las ovogonias
proliferan activamente mediante mitosis, alcanzando un nimero maximo estimado de
entre 6 y 7 millones de células germinales hacia el quinto mes de desarrollo fetal en
humanos (Sadler, 2023; Silverthorn, 2019). Sin embargo, estas células no se
encuentran aisladas; se organizan en estructuras sinciciales conocidas como "nidos"
0 quistes de células germinales, manteniéndose interconectadas por puentes
citoplasmaticos estables que resultan de una citocinesis incompleta durante las
divisiones mitéticas (Tingen et al., 2009).

Hacia el final de la vida fetal, este proceso proliferativo cesa y las células
germinales entran progresivamente en la profase de la meiosis |, deteniéndose
especificamente en la etapa de diploteno. Es en este estadio de arresto meidtico
donde ocurre un evento morfogenético critico para la fertilidad futura: la ruptura de los
nidos germinales (nest breakdown). Este fenédmeno implica el desensamblaje de los

cistos sinciciales y la invasion de células somaticas de la pre-granulosa (Figura 12),
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las cuales se intercalan entre las células germinales para romper los puentes
intercelulares y rodear individualmente a cada ovocito (Tingen et al., 2009).

Este proceso de individualizacion es altamente selectivo y conlleva una atresia
masiva; se estima que millones de células germinales mueren durante esta ventana
temporal, de modo que al momento del nacimiento solo persisten entre 1y 2 millones
de ovocitos rodeados de células somaticas en mujeres (Silverthorn, 2019). En ratones,
tras la formacion del pool primordial y la ruptura de los “nidos” de células germinales,
se reporta que persisten aproximadamente 12.000-24.000 ovocitos en los ovarios
neonatales (Tingen et al., 2009). Se postula que esta muerte celular programada no
es aleatoria, sino que actia como un riguroso mecanismo de control de calidad. Bajo
la hipdtesis de la "célula nodriza", los puentes intercelulares permitirian que ciertos
ovocitos destinados a la apoptosis transfieran citoplasma, mitocondrias y otros
organelas vitales a los ovocitos "elegidos" para sobrevivir, dotandolos de los recursos
energéticos necesarios para soportar la larga dormancia meiética que puede durar
décadas (Tingen et al., 2009), el éxito del ensamblaje folicular depende estrictamente
de la interaccion entre el ovocito y las células somaticas. Cualquier fallo en este
proceso de encapsulamiento o en la sefializacion molecular (como alteraciones en los
genes WINT4 o FOXL2) puede derivar en la formacion de foliculos multi-ovulares o en
una pérdida acelerada de la reserva ovarica, comprometiendo la vida reproductiva del
individuo (Garcia-Ortiz et al., 2009; Tingen et al., 2009).

Una vez constituida la reserva ovarica, la poblacién de foliculos no permanece
estatica. Tras su formacion, los foliculos primordiales tienen tres destinos fisiolégicos
posibles: la atresia folicular, la transicion a la fase de crecimiento (activacion) o el
mantenimiento del estado primordial (latencia) (Tingen et al., 2009) (Figura 12), el
equilibrio entre estos tres caminos es critico para la vida reproductiva. Mientras que el
mantenimiento de la latencia es esencial para preservar la reserva a largo plazo
(regulado por sefales represoras como PTEN y la hormona antimdlleriana (AMH)), la

activacion permite el reclutamiento ciclico (Tingen et al., 2009).
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Formacion de nidos

Descomposicion del nido
de células germinales

Foliculos primordiales

/

Foliculo atrésico

Foliculos en
mantenimiento
del estado primordial

Foliculos en crecimiento

Figura 12: Representacién esquematica del ensamblaje folicular y los destinos iniciales de la reserva
ovarica. El proceso inicia con la organizacién de las células germinales en nidos o cistos. La posterior
descomposicion o ruptura del nido permite la individualizacién de los ovocitos por células de la pre-
granulosa, formando los foliculos primordiales. A partir de este estadio, la cohorte inicial enfrenta tres
destinos posibles: la eliminacién por atresia, el reclutamiento hacia la fase de crecimiento, o el
mantenimiento en estado de quiescencia constituyendo la reserva ovarica.

Sin embargo, el destino predominante para la inmensa mayoria de los foliculos
formados sigue siendo la atresia; se estima que la mayoria de los foliculos
primordiales nunca completan su desarrollo y mueren a través de un proceso
apoptotico regulado hormonalmente a lo largo de los afios (Silverthorn, 2019; Tingen
et al., 2009).
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1.3.3. Foliculogénesis y Ovulacion

Una vez establecida la reserva de foliculos primordiales descripta
anteriormente, se inicia de manera continua el proceso de foliculogénesis, un proceso
dinamico y altamente regulado que transforma un foliculo primordial latente en una
estructura preovulatoria compleja y funcional. Este desarrollo se inicia con la
activacion o reclutamiento inicial, etapa en la cual el ovocito aumenta
significativamente su volumen y las células de la granulosa, originalmente planas,
adquieren una morfologia cubica y proliferan para constituir multiples capas, dando
origen al foliculo primario (Figura 13, panel b). Es fundamental destacar que este
crecimiento inicial es independiente de las gonadotrofinas hipofisarias y se encuentra
bajo el control estricto de factores locales paracrinos esenciales, tales como el factor
de diferenciacion de crecimiento 9 (GDF-9), la proteina morfogenética 6sea 15 (BMP-
15) y el ligando de Kit (KL), los cuales actuan como sefiales de supervivencia que
previenen la entrada prematura en atresia.

A medida que el foliculo progresa, se desarrollan las capas de la teca,
esenciales para la esteroidogénesis al proveer los precursores androgénicos
necesarios. Al alcanzar el estadio de foliculo secundario o antral, la unidad folicular
experimenta un cambio de paradigma regulatorio, volviéndose estrictamente
dependiente de las gonadotrofinas FSH y LH para su supervivencia, seleccion y
maduracion final. Esta dependencia marca la plena integracion del ovario en el eje
hipotalamo-hipdfisis-gonadal (Figura 13, panel a), un sistema de control jerarquico
donde la liberacion pulsatil de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) por el
hipotalamo estimula la secrecion pituitaria de FSH y LH. La precision de este sistema
reside en la comunicacion bidireccional; mientras el eje impulsa el crecimiento
folicular, el foliculo responde secretando hormonas que regulan el centro de control
mediante lazos de retroalimentacion.

La fase terminal de la foliculogénesis se rige por la interaccion endocrina
conocida como la teoria de las dos células. Bajo la influencia de la LH, las células de
la teca sintetizan androgenos (AR) que, al difundir hacia la granulosa y por accion de
la FSH, son aromatizadas a estrégenos, principalmente E,. Esta produccion creciente
de E: ejerce una retroalimentacion positiva sobre el hipotadlamo y la hipdfisis (Figura
13, panel a) que, al alcanzar un umbral critico, dispara el pico preovulatorio de LH.
Este evento desencadena la reanudacion de la meiosis y la ruptura folicular mediada
por enzimas proteoliticas, permitiendo la liberacion del complejo cumulo-ovocito. Tras
la ovulacion, el remanente folicular se transforma en el cuerpo luteo, glandula

responsable de la secrecion de P4, la cual ejerce una retroalimentacién negativa que
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regula la liberacidon de LH hasta que se produce la regresion o lutedlisis, marcando el

fin del ciclo ovarico.
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Crecimiento basal (Independiente de gonadorrofinas) Crecimiento ciclico (Dependiente de gonadotrofinas)

Figura 13: Integracién de la regulacion neuroendocrina y la dinamica folicular. a) Organizacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonadal, destacando cémo la secrecion de GnRH modula la liberacién de las
gonadotrofinas FSH y LH bajo un estricto control de retroalimentaciones mediadas por Ez, P4 e inhibina.
b) Representa la progresiéon morfolégica de los foliculos, permitiendo visualizar la transicion del
crecimiento basal, regulado por factores locales, hacia un crecimiento ciclico que depende estrictamente
del estimulo hormonal del eje. Esta representacion conjunta subraya la unidad funcional génada-eje,
cuya estabilidad es fundamental para la competencia ovulatoria y el mantenimiento de la reserva ovarica.
Fuente basado en Silverthorn, 2019.

1.4.Esteroides ovaricos: estradiol, progesterona y andrégenos

Los esteroides sexuales son hormonas fundamentales que coordinan tanto la
fisiologia reproductiva adulta como la diferenciacion y el desarrollo temprano del

ovario. Aunque ambos sexos producen la misma gama de esteroides, en las hembras
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predominan los estrogenos y la progesterona (Ps4), los cuales se sintetizan
principalmente en las génadas a partir del colesterol (Silverthorn, 2019). La produccion
de estas hormonas no es estatica; sigue un patron ciclico y depende de una
cooperacion precisa entre diferentes tipos celulares dentro del foliculo ovarico (Figura
14, panel a), un proceso bajo la regulacion estricta del eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadal (Silverthorn, 2019).

1.4.1. Estradiol

El estradiol (E>) es el estrégeno principal y ejerce un rol dominante durante la
fase folicular. Su sintesis se explica mediante la teoria de la "doble célula" (Figura 14,
panel b), en la cual las células de la teca, bajo el estimulo de la LH, inician la cascada

esteroidogénica a través de la proteina StAR y la enzima Cyp11af.

Interaccion celular

a ? 7 Ruta metabdlica y cascada enzimatica
(Teoria de las dos células) Y
R fi
Andrégenos =2 A A 4
4 \ P Adenilciissa —» TeAmP | Adenildlasa —» |cAMP
H_ /
\"v, ( \ FSH Acetato
. & \ HDLADL .. _ il
Células de i “* Colesterol
laTeca ¥~
v
9 Estrogenos Pregnenolona
A~ /
Células da & 4 » Androstenediona ——» Estrona
la granulosa Progesterona DHEAS - l
b =
Ovocito \ o o
Androstenediona -~ et yasaci //
e l '
Testosterona 17-estradiol
Célula de la Teca Celula de la granulosa

Figura 14: Representacion esquemaética de la teoria de la "doble célula" y la ruta de la esteroidogénesis
ovarica. a) Organizacion multicelular del foliculo, donde las gonadotrofinas LH y FSH actian de forma
coordinada sobre las células de la teca y la granulosa, respectivamente, para regular la sintesis de ARy
estroégenos en torno al ovocito. b) Cascada bioquimica intracelular iniciada por la activacion de la
adenilciclasa y el aumento de los niveles de AMP ciclico (CAMP). Se destaca el flujo metabdlico desde la
captacion de colesterol (HDL/LDL) hasta la produccion del 173-estradiol, sefialando en color naranja las
enzimas y proteinas clave estudiadas, tales como la proteina de transferencia StAR, las enzimas del
citocromo P450 (Cyp11, Cyp17, Cyp19) y las hidroxiesteroides deshidrogenasas (Hsd3b, Hsd17b). Las
flechas punteadas representan la difusién de intermediarios androgénicos a través de la membrana
basal, proceso indispensable para la aromatizacion y la identidad funcional del linaje femenino. Fuente:
basados en Craig et al., 2011.

Estas células producen AR (como androstenediona y testosterona) mediante
la accion de Cyp17a1y Hsd3b1, los cuales difunden hacia las células de la granulosa
vecinas. Alli, bajo la influencia de la FSH, la enzima aromatasa (Cyp19a7) convierte

estos precursores en estrégenos (Silverthorn, 2019; Stévant et al., 2019).
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La expresion de Cyp19at esta finamente regulada por factores como FoxI/2,
cuya integridad es esencial para mantener la identidad funcional del ovario (Garcia-
Ortiz et al., 2009). Mas alla de su funcion ciclica, los niveles de estrogenos son criticos
durante el periodo neonatal para la formacién de la reserva ovarica. Se ha observado
gue concentraciones adecuadas son necesarias para la correcta ruptura de los nidos
de células germinales; por lo tanto, la exposicion a disruptores endocrinos que actuen
como estrogenos exodgenos puede alterar este ensamblaje folicular, dando lugar a

foliculos de baja calidad o multi-ovulares (Tingen et al., 2009).

1.4.2. Progesterona

La progesterona (Ps) es la hormona caracteristica de la fase lutea,
indispensable para preparar el endometrio para la implantacién y mantener la
estabilidad uterina (Silverthorn, 2019). Su sintesis ocurre principalmente en el cuerpo
luteo tras el proceso de luteinizacién mediado por el pico de LH, donde las células de
la granulosa y la teca sufren una reprogramacion enzimatica para priorizar la
produccion de gestagenos sobre los estrogenos (Stouffer & Hennebold, 2015).
Ademas de su rol en el utero, la Ps actta como un modulador critico del eje
hipotalamo-hipdfisis, ejerciendo una retroalimentaciéon negativa que frena la liberacion
pulsatil de GnRH y LH, impidiendo asi nuevas ovulaciones durante la fase lutea o una
posible gestacion (Figura 14, panel a). El analisis de los niveles de P4 y la expresion
de sus receptores es un indicador fundamental de la funcionalidad del cuerpo luteo y

de la madurez del sistema reproductivo frente a las agresiones ambientales.

1.4.3. Andrégenos

Aunque los andrégenos (AR) suelen asociarse a la fisiologia masculina, en el
ovario cumplen roles bioldgicos duales de vital importancia. Por un lado, actuan como
precursores obligados para la sintesis estrogénica mediante la via de la aromatasa
(Figura 14, panel b); por otro, ejercen efectos directos sobre el desarrollo folicular
temprano a través de los receptores de AR. El equilibrio entre estas tres clases de
esteroides es sumamente delicado, y cualquier alteracidén en su sintesis enzimatica o
en la sensibilidad de sus receptores puede comprometer tanto la constitucion de la
reserva ovarica inicial como la fertilidad a largo plazo (Silverthorn, 2019; Tingen et al.,
2009). Cualquier falla en la actividad de enzimas como Cyp17a1 puede desencadenar
un desbalance hormonal que afecte la competencia de los foliculos y la respuesta al

entorno.

39



Introduccioén general

1.5.El ovario como blanco de accion de los disruptores endocrinos,
bisfenol-A y benzofenona-3 en particular

La eleccion del ovario como unidad de analisis fundamental en esta
investigacion radica en su naturaleza como 6rgano dual, encargado tanto de la
gametogénesis como de una compleja funcion endocrina que regula la fisiologia
sistémica de la hembra (Silverthorn, 2019). A diferencia de otros tejidos, el ovario
posee una reserva finita y no renovable de foliculos primordiales que se establece en
una ventana critica del desarrollo temprano, lo que lo vuelve extremadamente
vulnerable a agresiones quimicas persistentes (Tingen etal., 2009). Cualquier
interferencia en el ensamblaje o en la activacion de esta reserva, provocada por
compuestos como BPA o BP3, tiene consecuencias irreversibles sobre la vida
reproductiva y la salud general del individuo (Borgeest et al., 2002).

Ademas de su sensibilidad en etapas tempranas vinculadas a la
reprogramacion epigenética (Saitou & Yamaiji, 2012), el ovario adulto funciona como
un sensor bioldgico de alta resolucion en remodelacion constante. Procesos como la
foliculogénesis, la esteroidogénesis y la ovulacion dependen de una coordinacion
precisa de senales locales y sistémicas, donde cambios minimos en la expresién de
enzimas clave, como la aromatasa (Cyp19a1), acttan como indicadores tempranos
de toxicidad ambiental (Garcia-Ortiz et al., 2009). Al estudiar el ovario, no solo se
analiza la capacidad fértil, sino que se obtiene una ventana hacia los mecanismos
moleculares que explican cémo las mezclas de contaminantes y factores bioldgicos
como la multiparidad modifican la respuesta adaptativa de la hembra (Stouffer &
Hennebold, 2015).

En este contexto, el ovario se presenta como el blanco por excelencia para
desarrollar herramientas diagnésticas y predictivas que permitan trasladar los
hallazgos del laboratorio hacia la clinica de fertilidad.

Recientemente, nuestro laboratorio ha demostrado que la BP3 altera el
ensamblado folicular in vitro (Santamaria et al., 2019) y que su administracién dérmica
en periodos tempranos de la gestacién produce retraso del crecimiento fetal y
alteraciones en el sex ratio en ratones (Santamaria et al., 2020). En dichos estudios,
observamos que BP3 atraviesa la barrera placentaria y permanece por mas tiempo
en el liquido amnidtico que en la sangre circulante, manteniendo un contacto directo
con los fetos en desarrollo. Si bien estos resultados confirman el riesgo prenatal, el
impacto de la BP3 sobre la diferenciacion de las células germinales y sus mecanismos
de accién a largo plazo siguen siendo interrogantes abiertos. Un aspecto critico para

abordar estos vacios de conocimiento es la utilizacion de concentraciones
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ambientalmente relevantes de BP3, comparables por ejemplo a las detectadas en el
FF humano. Ademas, la presencia confirmada de este Xeg en el microambiente
ovarico justifica la necesidad de emplear modelos de sistema aislado (foliculos 2D/3D
u ovario entero) para determinar cémo la exposicion directa impacta la competencia
folicular y la capacidad reproductiva, especialmente cuando se analiza en
combinacion con otros contaminantes persistentes como el BPA. El empleo de
modelos de sistemas aislados es util para desentrafiar los mecanismos moleculares
directos sin las interferencias de la regulacion sistémica. Ademas, la integracion de
sistemas de cultivo de foliculos (2D y 3D) permite comparar y determinar qué
plataforma mimetiza con mayor fidelidad los hallazgos in vivo. Al combinar el analisis
de los periodos de exposicion in vivo con la precision de las técnicas in vitro, se busca
generar una base de conocimiento que conecte las alteraciones funcionales y
protedmicas con las fallas reproductivas observadas en la clinica.

Investigaciones previas desarrolladas en nuestro laboratorio han demostrado
que la exposicion de roedores al BPA produce trastornos significativos en el desarrollo
folicular ovarico y en la gestacion temprana a nivel uterino, alterando la foliculogénesis
tanto en etapas neonatales como adultas (Kass et al., 2012; Rodriguez et al., 2010;
Santamaria etal., 2016; Varayoud etal., 2011). Asimismo, hemos reportado
alteraciones similares en la oveja(Rivera et al., 2011, 2015) y en el yacaré overo
(Stoker et al., 2003, 2008). Sin embargo, estos trabajos y gran parte de los que estan
en la literatura no han abordado el estudio de los efectos a las nuevas dosis seguras
o TDI de BPA.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, podemos ver que existen lagunas de
conocimiento sobre los posibles efectos de BPA y BP3 sobre la fisiologia ovarica y
sus consecuencias a largo plazo. Ademas, es cada vez mas relevante el estudio de
la exposicion a mezclas de DEs y no solo a los compuestos aislados. En este sentido,
a pesar de los avances en la comprension de la toxicologia reproductiva, persiste un
vacio de conocimiento significativo respecto a los efectos directos e inmediatos que
la exposicion cronica a mezclas de DEs ejerce sobre la génada femenina. En el
entorno ambiental, los individuos no se encuentran expuestos a sustancias aisladas,
lo que hace imperativo estudiar el potencial sinérgico de compuestos como el BPA 'y
la BP3. La relevancia de abordar este problema radica en que el impacto de estas
mezclas puede variar drasticamente segun la ventana de exposicién; por ello, es
fundamental evaluar mediante modelos in vivo como el contacto con estos quimicos
en periodos criticos del desarrollo o durante la vida adulta afecta la funcionalidad

ovarica a largo plazo. Asimismo, la historia reproductiva de la madre, especificamente
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la multiparidad o numero de gestaciones, actua como una variable biolégica que
puede modular la susceptibilidad del 6rgano frente a estas agresiones ambientales.
Sobre la base de estos fundamentos, se plantean los objetivos de la presente

tesis, los que son explicados en detalle en la introduccion de cada capitulo
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2. Objetivos

2.1.Objetivos generales

Determinar los efectos causados por la exposicion a BP3 y a la combinacion
de BP3+BPA sobre el desarrollo y funcionalidad de las poblaciones de células
germinales, y sus consecuencias a largo plazo en la capacidad reproductiva.
Utilizando un enfoque integrado de modelos in vivo e in vitro buscaremos identificar
tanto los efectos directos e indirectos como posibles mecanismos de accion y
asociacion con alteraciones de la fertilidad en la vida prepuberal y adulta. Ademas, se
evaluara si los modelos in vitro tienen potencial como ensayos predictivos de los

efectos in vivo.

2.2.Objetivos especificos

1) Evaluar si la exposicion dérmica a BP3 en un periodo perinatal es capaz
de influir sobre distintos parametros reproductivos de las madres y sus
crias, y la posible relacion con alteraciones del desarrollo y funcionalidad
de las poblaciones de células germinales.

2) En este experimento nos propusimos investigar los efectos de la
exposicion prenatal a BP3, BPA y a su mezcla (BP3+BPA) sobre los
parametros gestacionales maternos y la respuesta ovarica a la
administracion exdgena de gonadotrofinas en la descendencia de dos
gestaciones sucesivas.

3) Determinar el impacto de la exposicién repetida a BP3 durante dos
gestaciones sucesivas sobre el perfil protedmico de los ovarios previo al
estimulo con gonadotrofinas en las progenies F1.P1y F1.P2.

4) Identificar efectos y mecanismos de acciéon directa de BP3, BPA y
BP3+BPA sobre desarrollo folicular y ovulacién en modelos in vitro 2D y

3D de cultivo de foliculos aislados.
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3. Capitulo 1: Disminucion de la fertilidad en ratones C57BL/6
expuestos perinatalmente a wuna dosis diaria de
benzofenona-3

3.1. Introduccioén

Tal como se planted en la introduccidon general, los DEs poseen la capacidad
de interferir en procesos regulados hormonalmente y alterar la homeostasis del
sistema endocrino en los organismos (Bergman et al., 2013; Ramamoorthy & Blakely,
1999). Esta problematica cobra una relevancia fundamental dentro de la hipotesis de
la “reprogramacion del desarrollo” o DOHaD: un marco tedrico que propone que las
exposiciones a ciertos factores adversos durante las etapas embrionaria, fetal o
postnatal pueden generar efectos duraderos en la descendencia (Dahlen et al., 2021;
Doerge et al., 2010) condicionan la salud y el bienestar del individuo en la vida adulta
(Reynolds & Caton, 2012) esta perspectiva, resulta crucial identificar las etapas del
desarrollo mas vulnerables a la accion de los DEs, es decir, aquellos periodos en los
que la exposicion puede provocar efectos perjudiciales persistentes (Reynolds &
Caton, 2012).

En este sentido, en estudios previos hemos identificado el periodo prenatal
temprano como especialmente sensible; en ratones prefiados expuestos por via
dérmica a BP3 entre el dia dg0 y el dg6, observamos que esta sustancia persiste en
el liquido amnidtico por mas tiempo que en sangre, manteniendo un contacto directo
con los fetos en desarrollo y generando restriccion del crecimiento fetal (RCF)
(Santamaria et al., 2020). Estos resultados evidenciaron que la primera semana de
gestacién, coincidente con el proceso de implantacién, representa un periodo de
vulnerabilidad critica.

Por otro lado, muchos trabajos de nuestro instituto y de otros grupos sefialan
al periodo perinatal (prenatal + postnatal) como especialmente sensible a la accion de
PE, particularmente con BPA (Altamirano et al., 2015, 2017; Gamez et al., 2015;
Gomez et al., 2017; Santamaria et al., 2016; Santamaria et al., 2017; Stoker et al.,
2020; Vigezzi et al., 2016). En un trabajo publicado en 2011, Cabaton y colaboradores
demostraron que la administracion de BPA a madres prefiadas en ratones desde dg8
hasta el destete (perinatal), provocé una caida en la fertilidad de las crias hembra
(Cabaton et al., 2011). Actualmente se desconoce si una exposiciéon a BP3 en un
periodo similar es capaz de provocar efectos a largo plazo en la capacidad
reproductiva de la descendencia. No obstante, aun se desconoce si la exposicion a

BP3 durante el periodo perinatal, abarcando las etapas pre- y post-natal durante la
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exposicion, también constituye una ventana sensible donde pueda impactar
negativamente en la capacidad reproductiva de la descendencia (Padmanabhan et al.,
2016; Reynolds & Caton, 2012). Por ello, el objetivo de este capitulo fue analizar si la
administraciéon de BP3 desde el dg9 hasta el dpn21 influye en los parametros
reproductivos tanto de las madres (FO) como de sus crias (F1).

La ventana experimental seleccionada para este estudio (dg9 hasta dpn21)
abarca procesos determinantes en ratones como la migracion de células germinales,
la formacion de la reserva folicular y la consolidacién del eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadal. Asimismo, la inclusién del periodo de lactancia es fundamental ya que,
debido a su naturaleza lipofilica, BP3 se transfiere y se acumula en la leche materna,
generando una via de exposicién continua durante el desarrollo funcional de la cria
(Peha-Fernandez et al., 2022).

Protocolo de cria continua (FACB)

ERAXE D

o} | 7 4

Primer parto Segundo parto

Evaluacion de diferentes parametros: Nimero de nacimientos Il
Numero de crias nacidas

Sexo de las crias

Peso de las crias
DURACION: 6 MESES

Figura 15: Disefio experimental del protocolo de cria continua (FACB). El esquema ilustra la metodologia
empleada para evaluar la competencia reproductiva a largo plazo en la generacion F1, con una duracion
total de seis meses de convivencia en parejas. Este protocolo permite el monitoreo dinamico de la
capacidad fértil mediante el registro sistematico de parametros criticos, incluyendo el nimero total de
nacimientos por pareja, el tamario de las camadas, la distribucion del sexo y el peso de las crias al nacer.
A diferencia de los ensayos de fertilidad de punto final, el modelo de cria continua actiia como una prueba
de esfuerzo para el sistema reproductivo, permitiendo detectar de manera sensible el agotamiento
prematuro de la reserva folicular o alteraciones en la tasa de senescencia reproductiva resultantes de la
exposicion perinatal a disruptores endocrinos.

Para evaluar de manera exhaustiva las posibles alteraciones funcionales
resultantes de esta exposicion, utilizamos un protocolo de evaluacién de la fertilidad
por cria continua (FACB, fertility assessment by cross breading por sus siglas en
inglés) (Figura 15). La implementacion de este protocolo resulta muy util para
desenmascarar formas de subfertilidad latente que pasarian desapercibidas en los
ensayos regulatorios estandar. Tal como establecieron Lamb et al. (1985), los
protocolos convencionales suelen limitar la evaluacion a una o dos oportunidades de

apareamiento, clasificando a los animales de forma binaria (fértil/infértil). En cambio,
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el régimen de cria continua permite analizar el "numero promedio de camadas por
pareja fértil", un parametro de sensibilidad superior capaz de detectar una capacidad
reproductiva disminuida en animales que, aunque no han perdido totalmente la
fertilidad, presentan una eficiencia disminuida. Este enfoque actia como una "prueba
de esfuerzo" fisioldgica que permite acelerar la deteccion de fallas reproductivas. La
ventaja de esta evaluacion prolongada es respaldada por los hallazgos de Cabaton y
colaboradores (2011), quienes advirtieron que los estudios toxicolégicos tradicionales
fallan al ofrecer una evaluacién incompleta basada solo en el primer parto, parametro
que frecuentemente no se ve afectado por la exposicion a DEs. En sus
investigaciones, el dafio reproductivo se manifesté tardiamente como una declinacion
acelerada de la fecundidad (disminucion acumulativa de crias) a partir de la semana
16, revelando un "envejecimiento prematuro" del sistema que hubiese permanecido

oculto en evaluaciones de corto plazo.

3.2.0Objetivos

Evaluar si la exposicion dérmica a BP3 en un periodo perinatal es capaz de
influir sobre distintos parametros reproductivos de las madres y sus crias, y la posible
relacion con alteraciones del desarrollo y funcionalidad de las poblaciones de células

germinales.
3.3.Materiales y métodos

3.3.1. Animales

Para este estudio se utilizaron 19 ratones hembra y 7 machos (ambos de la
cepa C57BL/6), con un peso de entre 14y 17 g y una edad de 6 semanas, adquiridos
en el Centro de Medicina Comparada - ICIVET Litoral (UNL, CONICET, Santa Fe,
Argentina). Posteriormente, los animales fueron alojados y mantenidos en nuestras
instalaciones de investigacion. Las evaluaciones sanitarias proporcionadas por el
proveedor confirmaron la ausencia de patégenos virales, bacterianos y parasitarios
conocidos en la colonia.

Los ratones tuvieron acceso ad libitum a agua y alimento, y fueron alojados en
jaulas de acero inoxidable en un ambiente controlado con temperatura constante de
22 + 2 °C y un ciclo luminico de 14 horas (de 06:00 a 20:00 horas). Se garantizo el
bienestar animal mediante evaluaciones diarias del estado general, comportamiento
y condiciones del habitat, lo que permitié detectar y atender oportunamente cualquier

signo de estrés o alteracion en la salud.
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Tras un periodo de aclimatacion de dos semanas, durante el cual los animales
se adaptaron a las condiciones del nuevo entorno, se iniciaron los experimentos.
Todos los procedimientos realizados se describen conforme a las directrices ARRIVE
(Percie du Sert et al., 2020). Ademas, los protocolos experimentales cumplieron con
la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la academia nacional de
ciencias de EE.UU. y contaron con la aprobacion del Comité Asesor de Etica y
Seguridad en Investigacion de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas-UNL,
Santa Fe, Argentina (permiso CE: CE2018-61-C).

3.3.2. Diseno experimental

Se realizaron cruzas de machos C57BL/6 con hembras de la misma cepa y se
alojo cada pareja en jaulas individuales. El dia en que se observo la presencia de un
tapon vaginal se consideré como dg0 (Figura 16, panel a). Las hembras gestantes
se distribuyeron en dos grupos, y fueron tratadas siguiendo protocolos previos.

Las ratonas gestantes C57BL/6 fueron afeitadas en la region dorsal y se les
administraron aplicaciones tépicas diarias de 50 mg de BP3 por kg de peso corporal
(kg.pc), o aceite de oliva virgen extra (vehiculo) (Aceite de oliva virgen extra Tres
Marias, San Juan, Argentina). El grupo tratado con BP3 cont6 con 10 hembras,
mientras que el grupo control (vehiculo) incluy6é 9 hembras.

A partir del dg9, se aplicoé diariamente BP3 o el aceite de oliva sobre la piel
rasurada del dorso de las ratonas hasta el destete, dpn21. Durante todo el periodo,
se registro diariamente el peso de las madres gestantes (F0). En el dia del parto se
anotaron el niumero, sexo y peso de las crias (generacion F1). Ademas, durante el

periodo de lactancia se registré el peso de las crias.

3.3.3. Evaluacion de la fertilidad por cria continua (FACB) de las crias F1

Tras el destete, machos y hembras de la generacién F1 se mantuvieron
separados. Las hembras fueron monitoreadas diariamente hasta la aparicion de la
apertura vaginal. Entre los 7 y 10 dias posteriores a la apertura vaginal (lo que
correspondié cronoldgicamente a una edad aproximada de entre 39 y 42 dias
postnatales, o 6 semanas de vida), se realizaron frotis vaginales diarios durante 30
dias para evaluar la regularidad de los ciclos estrales (Figura 16, panel b).

A las 11 semanas de edad (dpn77), se seleccion6 al azar una hembra y un
macho F1 que estuvieron expuestos a BP3, y se alojaron juntos durante un periodo
de 6 meses. Estas parejas reproductoras, formadas con machos y hembras del grupo
BP3, fueron sometidas a un protocolo de FACB (Figura 16, panel b), adaptado de
estudios previos (Cabaton et al., 2011; Lamb et al., 1985).
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Figura 16: Disefio experimental. a) Tratamiento de las hembras prefiadas (F0): Las hembras gestantes
fueron tratadas mediante aplicaciones topicas de 50 mg de BP3/kg de peso corporal/dia o aceite de oliva
(vehiculo) desde el dg9 hasta el dpn21. Se registro el peso de las crias F1 en intervalos de 3 dias, desde
el dpn0 hasta el dpn21. b) Evaluacion de la fertilidad mediante el FACB en la generacion F1: Se controlé
la apertura vaginal a partir del dpn21, seguido de la observacién diaria de extendidos vaginales durante
30 dias. En el dpn77, se realizaron recuentos espermaticos en los machos de la descendencia. Se
seleccionaron un macho y una hembra F1 de cada camada para ser sometidos a un periodo de 6 meses
de FACB. En los animales F1 que no fueron seleccionados para FACB, se recolectaron muestras de
ovarios, testiculos y suero para analisis posteriores. Se registré el nimero de partos y el nimero de crias
por hembra progenitora, mientras que para la generacion F2 se registraron el peso al nacer y la
proporcion de sexos.

Las jaulas de las parejas F1 fueron observadas diariamente. En el dia de cada
parto, las crias de la generacién F2 fueron separadas de la madre, y se registraron el
numero, sexo y peso de los neonatos, mientras que la hembra F1 quedd en su jaula

con el macho F1 continuando con el protocolo.
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Se registraron los siguientes parametros: tiempo transcurrido hasta la primera
camada, numero de partos (fertilidad) por madre/pareja, numero de neonatos por
camada (fecundidad), asi como el numero de ratones que lograron tener por cada
camada. Ademas, se documentd el numero, sexo y peso de las crias vivas F2 al
momento del parto.

Las crias F1 no seleccionadas para el protocolo FACB fueron sacrificadas
mediante exposicidon a una atmodsfera saturada de CO, seguida de decapitacion, y se
recolectaron muestras de ovarios, testiculos y suero para analisis posteriores (véase
mas adelante). En los machos sacrificados en dpn77 también se realiz6 el recuento

de espermatozoides (Figura 16, panel b).

3.3.4. Seleccion de la dosis

Se seleccioné una dosis que refleja los niveles de exposicion humana tras la
aplicacion dérmica de BP3 en todo el cuerpo. La dosis de 50 mg/kg.pc/dia se basa en
el estudio de Janjua et al. (2008) y fue validada en una publicacién reciente de nuestro
grupo (Santamaria et al., 2020). En el estudio de Janjua et al (2008), se aplicaron 2
mg de una formulacion de crema con 10% (p/p) de BP3 por centimetro cuadrado de
superficie corporal. Para una mujer promedio con una superficie corporal de 1,73 m?,
la cantidad total de crema aplicada fue aproximadamente 34.600 mg. Considerando
un peso corporal medio de 68kg, la dosis de BP3 en dicho estudio correspondi6 a
aproximadamente 50,88 mg/kg de peso corporal.

Dado que no se recomienda el escalado alométrico para farmacos
administrados por via topica, nasal, subcutanea o intramuscular (Nair & Jacob, 2016),
esta dosis fue adaptada directamente a 50 mg/kg.pc/dia para ratones. Las
concentraciones séricas observadas en nuestro modelo murino (dosis interna, segun
lo reportado en Santamaria et al., 2020) son coherentes con las concentraciones
plasmaticas observadas 1 a 2 horas tras una unica aplicacion y documentadas en un

ensayo clinico aleatorizado reciente en humanos, (Matta et al., 2020, suplemento 3).

3.3.5. Procedimiento de administracion del compuesto

Se preparé una solucion de trabajo de BP3 a una concentracion de 10 mg/ml,
utilizando aceite de oliva como vehiculo. La dosis prevista para la aplicacion fue de 50
mg/kg.pc/dia. Para mejorar la absorcion dérmica, se rasur6 cuidadosamente el pelaje
dorsal de los ratones antes de la aplicacion.

La solucion se aplicé directamente sobre la piel de los animales utilizando una

micropipeta previamente calibrada, ajustando el volumen segun el peso corporal de

50



Disminucion de la fertilidad en ratones C57BL/6 expuestos
perinatalmente a una dosis diaria de benzofenona-3 Capitulo 1

cada raton para asegurar una dosificacion precisa. Por ejemplo, un raton de 20 g
recibié 100 pl de la solucion, equivalente a 1 mg de BP3.

Tras la aplicacion, los ratones se colocaron en una jaula limpia, sin ropa de
cama ni materiales absorbentes, para garantizar que el compuesto tuviera tiempo
suficiente para su completa absorcion cutanea. Los animales fueron observados
continuamente hasta confirmar que no quedaban residuos de la solucién en la piel,
momento en que fueron devueltos a sus jaulas originales.

Este procedimiento se realizo sin oclusion, ya que la absorcion de la solucion
fue rapida, ocurriendo generalmente entre 10 y 30 segundos. El objetivo fue reproducir
una exposicion dérmica realista, similar a posibles escenarios de exposicion humana,
buscando maximizar la absorcion a través de la piel sin alterar artificialmente la

biodisponibilidad del compuesto.

3.3.6. Recuento de espermatozoides

Algunos machos F1 fueron seleccionados en dpn77 para realizar un analisis
de recuento espermatico, siguiendo protocolos previamente establecidos (Pagotto
et al., 2020).

Para ello, se realizaron pequefias incisiones en la cola del epididimo, la cual
se colocé en 1 ml de medio HTF (Irvine Scientific) a 37 °C durante 10 minutos,
permitiendo la liberacion de los espermatozoides. Posteriormente, se realizé una
dilucién 1:20 de la suspension obtenida, y se procedio al recuento utilizando una

camara de Neubauer (Figura 17).
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Recuento de espermatozoides

Recuento de espermatozoides

Medio HTF Dilucién (totales y moviles)
+ 120 en camara de Neubauer
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Cola
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Figura 17: Protocolo de recuento de espermatozoides en machos F1. Representacién esquemética del
procedimiento realizado en el dpn77. a) Obtencién de espermatozoides mediante tres incisiones en la
cola del epididimo. b)incubacién de la muestra en 1 ml de medio HTF a 37 °C durante 10 minutos para
permitir la liberacion de los gametos por natacion activa (swim-out). c) Preparacién de una dilucion 1:20
de la suspensién espermatica. d) Recuento de espermatozoides totales y méviles utilizando una camara
de Neubauer bajo microscopia optica. La concentracion final (espermatozoides/ml) se determind
considerando el factor de dilucion y el volumen de la camara. Fuente: Elaboracién propia, adaptado de
Pagotto et al. (2020).

El numero total y moévil de espermatozoides se calculd multiplicando el conteo
observado por el reciproco del factor de dilucion y luego por 10.000, con el fin de

obtener la concentracién expresada como espermatozoides por mililitro.

3.3.7. Analisis de la dinamica folicular de hembras F1

La dinamica folicular fue evaluada antes del inicio del protocolo FACB,
siguiendo metodologias previamente descritas por nuestro grupo (Rodriguez et al.,
2010; Santamaria et al., 2016). En resumen, los ovarios fueron fijados en formol-
buffer al 10 % durante toda la noche a temperatura ambiente, y posteriormente
incluidos en parafina. Los ovarios fueron seccionados integramente mediante cortes
en serie de 5 um de espesor; luego se tind una de cada diez secciones con la técnica
de picrosirius-hematoxilina (P/H) (Santamaria et al., 2019). El recuento de ovocitos
totales como el de foliculos primordiales (Figura 18, panel a) se realiz6 mediante un
microscopio Olympus BH2 con un aumento de 400X.

Los parametros analizados fueron los siguientes:

a) Numero total de ovocitos por micrometro cuadrado.
b) Numero total de ovocitos por seccion.

c) Numero total de foliculos primordiales por micrometro cuadrado.
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d) Numero total de foliculos primordiales por seccion.
e) Porcentaje de foliculos primordiales respecto del total.

Para relacionar el recuento de ovocitos totales como el de foliculos
primordiales por el area del ovario (Figura 18, panel a) se determiné la superficie de
cada seccion histoldgica en micrémetros cuadrados utilizando el software Image-Pro
Plus 5.0.

3.3.8. Diametro de los foliculos primordiales

El analisis del diametro de los foliculos primordiales se realizé utilizando las
mismas secciones histologicas empleadas para el recuento total de los foliculos
primordiales (Figura 18, panel a) Con el software Image-Pro Plus 5.0 se midi6 el
diametro mayor (en micrémetros (um)) de aquellos ovocitos cuyos nucleos estaban
claramente visibles en el plano de corte (Figura 18).

El anadlisis de los datos se llevd a cabo siguiendo protocolos previamente
establecidos (Saatcioglu et al., 2016).

a  Cuerpo liteo

b

Foliculo
primordial

Corte ovario de raton

Foliculo
antral

Foliculo
rimario Didmetro
P foliculo primordial

Foliculo
preantral Perimetro del ovario

Figura 18: Analisis de la dinamica folicular y morfometria en ovarios de hembras F1. a) Micrografia
representativa analizada a 40X de una seccion transversal de ovario de raton (5 ym) tefiida con la técnica
de Picrosirius-Hematoxilina (P/H). Se observa la distribucién de los estadios foliculares: foliculos
primordiales, primarios, preantrales, antrales y cuerpo liteo. Se sefiala el perimetro del ovario (linea
amarilla), cuya superficie fue determinada mediante el software Image-Pro Plus 5.0 para el calculo de la
densidad folicular (nimero de ovocitos/um?). b) Detalle de un foliculo primordial analizado a 400X. La
linea naranja representa la medicion del diametro mayor del ovocito, realizada Unicamente en aquellos
foliculos con nucleo visible en el plano de corte.
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3.3.9. Medicion de estradiol, progesterona y testosterona

Previo a la medicién hormonal, y dado el bajo volumen sanguineo de las crias
que imposibilita alcanzar el volumen minimo requerido por el ensayo de manera
individual, se conformaron pools de suero (200 pl por pool). Estos pools se generaron
a partir de muestras séricas obtenidas de crias hembras F1 sacrificadas antes del
inicio del protocolo FACB. En total, se conformaron 7 pools del grupo control (n=16
hembras F1) y 10 pools del grupo BP3 (n=24 hembras F1). Posteriormente, con el
objetivo de aislar selectivamente las hormonas esteroideas y eliminar posibles
interferencias de la matriz del suero murino que afectaran la lectura, la extraccion
hormonal se llevé a cabo mediante éter sulfurico, y los extractos resultantes fueron
reconstituidos en 0,5 ml de una solucion de gelatina al 0,1 % en PBS-EDTA (Portelinha
et al., 2015).

Las concentraciones de hormonas sexuales se determinaron mediante el
método ECLIA (Electrochemiluminescence Immunoassay, Roche) con los siguientes
parametros:

E2: expresado en pg/ml, con un limite de deteccion de 5 pg/ml.

P4: expresada en ng/ml, con un limite de deteccion de 0,05 ng/ml.

T: expresada en ng/ml, con un limite de deteccion de 0,03 ng/ml.

Todas las determinaciones hormonales se realizaron en el laboratorio Alkemy
(Santa Fe, Argentina) (https://alkemy.com.ar/), siguiendo protocolos estandarizados y

procedimientos de control de calidad.

3.3.10. Estadistica

Los datos se expresaron como promedio + S.E.M. o como mediana, segun
correspondiera. La normalidad de la distribuciéon de los datos, especificamente para
los analisis de numero de partos por madre y numero de crias por madre en el
protocolo FACB, se evalué mediante la prueba de Anderson-Darling. En los casos con
distribucién normal, se aplicé una prueba t de Student de muestras independientes
para la comparacién entre grupos.

Para el analisis de pesos corporales, se calculd el promedio de cada camada
a partir de los pesos individuales. Estas promedios se utilizaron como unidad
experimental para la comparacion entre grupos. Los pesos se analizaron con una
prueba t no apareada en cada punto temporal evaluado.

En aquellos analisis donde no se observé una distribucion normal, se utilizé la

prueba no paramétrica de Mann-Whitney.
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Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism
version 9.0.1. Para la evaluacién de proporciones se emple6 el software MEDCALC®

(https://www.medcalc.org/).

3.4.Resultados

3.4.1. La exposicion a benzofenona-3 no alteré el peso materno ni la

duracion de la gestacion

Las hembras FO tratadas con BP3 desde el dg9 hasta el dpn21 no presentaron
alteraciones significativas en la ganancia de peso durante la gestacion (Figura 19,
panel a) ni durante la lactancia (Figura 19, panel b). Asimismo, la duracién de la
gestacion en las madres expuestas a BP3 fue comparable a la observada en el grupo
control (Figura 20), lo que indica que el tratamiento no afectd el tiempo transcurrido

hasta el nacimiento de la primera camada (F1).
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Figura 19: Ganancia de peso de las madres (F0O) durante la gestacion y la lactancia: a) Ganancia de
peso de las madres (g) en el periodo de gestacion de dg9 a dg18 (n=9 control, n=10 BP3 b) Ganancia
de peso de las madres (g) en el periodo de lactancia de dpn1 a dpn20 (n=9 control, n=10 BP3). Datos
expresados como promedio + SEM. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba t de student.
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Figura 20: Duracién de la gestacion de las madres (F0): Duracion de la gestacion (dias) de las madres
expuestas a BP3 de gd9 a pnd21 (n=9 control, n=10 BP3). Datos expresados como mediana. El andlisis
estadistico se realizé mediante la prueba de Mann Whitney.

3.4.2. La exposicion a benzofenona-3 no tuvo efecto sobre el niumero

de crias ni sobre la proporcién de sexos en la progenie

El nimero de crias por camada y por madre en las hembras FO expuestas a
BP3 fue comparable al grupo control (Tabla 1). Del mismo modo, en la proporcién de
sexos en la descendencia F1 (% de hembras sobre el total) no se observaron
alteraciones (Tabla 1). Estos resultados indican que la exposicion perinatal a BP3 no

afecto ni la fecundidad de las madres FO ni la proporcion de sexos en la progenie F1.

Tabla 1: Parametros reproductivos de hembras FO y proporcién de sexos en la progenie F1. Para este
andlisis, el numero de muestras (camadas evaluadas) fue de n=12 para el grupo control y n=10 para el
grupo expuesto a BP3. Los valores correspondientes al nUmero de crias por madre se expresan como el
promedio + SEM y fueron comparados mediante la prueba t de Student. La proporcidon de sexos en la
descendencia se presenta como el porcentaje (%) de hembras sobre el total de la camada y su andlisis
estadistico se realizé6 mediante el test exacto de Fisher.

Numero de crias nacidas (promedio £SEM)

CONTROL BP3
7,5+1,26 7,6+1,26
Sexo de las crias nacidas (%)
% Hembras % Machos
CONTROL BP3 CONTROL BP3
40 50 60 50

3.4.3. La ganancia de peso de la progenie F1 durante la lactancia fue

alterada transitoriamente por la exposicion a benzofenona-3

Se observé una disminucion transitoria del peso durante el periodo de
lactancia de las crias F1 nacidas de madres expuestas a BP3. Esta disminucion durd
mas tiempo en los machos que en las hembras. La disminucién del peso de las
hembras F1 se observé sélo en dpn15 y dpn18 (Figura 21, panel a). Los machos
mostraron una disminucion significativa de su peso desde dpn3 hasta dpn18 (Figura
21, panel b). En el dpn21, tanto las hembras como los machos F1 del grupo BP3

mostraron pesos similares a los de las crias F1 de control.
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Ganancia de peso crias hembras (F1) en lactancia Ganancia de peso crias macho (F1) en la lactancia
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Figura 21: Pesos de las crias F1 nacidas de madres FO expuestas a BP3 y a vehiculo durante la
lactancia: a) Peso (g) de las crias hembras (n=8 control; n=10 BP3) b) Peso (g) de las crias machos
(n=12 control; n=19 BP3). El analisis estadistico se realizé6 mediante la prueba t no apareada; los datos
se expresan como media + SEM. *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001; ****:p<0,0001 vs. control.

3.4.4. Laexposicion a benzofenona-3 no alteré el inicio de la pubertad ni

el ciclo estral en las hembras F1

Los pesos ovaricos y testiculares de las crias F1 (Tabla 2) no mostraron

diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 2: Pesos de ovarios y testiculos en la progenie F1. Para este andlisis, el numero de muestras para
los pesos ovaricos fue de n=15 para el grupo control y n=20 para el grupo expuesto a BP3; para los pesos
testiculares, el nimero de muestras evaluadas fue de n=33 para el grupo control y n=25 para el grupo
expuesto a BP3. Los valores se expresan en miligramos (mg) como el promedio + SEM. La comparacion
estadistica se realizé mediante la prueba t de Student.

Pesos de ovarios(mg) (promedio £SEM)
CONTROL BP3
6,8+0,8 56+04
Pesos de testiculos (mg) (promedio +SEM)
CONTROL BP3
104,0+2,4 110,5+1,8

Asimismo, ni el dia de apertura vaginal ni las caracteristicas del ciclo estral se
vieron alterados en las hembras F1 expuestas a BP3 (Tabla 2). No se observaron
variaciones significativas en el numero de ciclos ni en la duracién del estro en
comparacion con el grupo control, demostrando que la exposicion perinatal a BP3,
desde el dg9 hasta el dia postnatal dpn21, no tiene un impacto evidente sobre el inicio
de la pubertad ni sobre la regularidad del ciclo estral en las hembras F1.

Tabla 3: Analisis del ciclo estral y del inicio de la pubertad (apertura vaginal): registramos varios
parametros: el dia de la apertura vaginal, los dias en estro por ciclo, los dias en estro por mes, el nimero
de ciclos por mes y la longitud de los ciclos en dias, registrados en un periodo de 30 dias (n=23 control,

n=24 BP3). El analisis estadistico se realizé mediante prueba t no apareada. Los datos se muestran como
promedio + SEM.
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Analisis del ciclo estral e inicio de la pubertad
CONTROL BP3
Dia de apertura vaginal 32.0+5.0 {32.0+£6.0
Dias en estro/ciclo 24+05 | 22104
Dias en estro en un mes 16.7+£4.0 |16.7+£2.0
Numeros de ciclosenunmes| 7.3+£1.0 | 7.7+£1.0
Longitud del ciclo (dias) 40+£08 | 3.7+x04

3.4.5. Benzofenona-3 provocé una disminucion del porcentaje de
foliculos primordiales en los ovarios de hembras F1, sin afectar el

numero de espermatozoides

El analisis de las poblaciones de células germinales en los ovarios (Figura 22)
reveld diferencias significativas entre el grupo BP3 y el grupo control. En el dpn77,
antes del inicio del protocolo FACB, tanto el numero total de ovocitos (Figura 22,
panel a) como el numero (Figura 22, panel b) y el porcentaje (Figura 22, panel d)
de foliculos primordiales se encontraron significativamente reducidos en los ovarios
de las hembras F1 nacidas de madres expuestas a BP3. Ademas, el diametro de los
ovocitos en los foliculos primordiales (Figura 22, panel f) también presenté una
disminucion significativa en el grupo BP3 respecto del control.

En contraste, no se observaron diferencias significativas en el numero (Figura
22, panel c) ni en el porcentaje (Figura 22, panel e) de foliculos antrales entre los
grupos.

Por otro lado, los recuentos de espermatozoides moviles y totales evaluados
alos 77 dias de edad (dpn77) fueron similares entre los grupos (Tabla 4) lo que indica
que la exposicion a BP3 no afecté la espermatogénesis en los machos F1 en el
momento previo al inicio del protocolo FACB.

En conjunto, estos resultados indican que al inicio del protocolo de FACB, las
hembras F1 expuestas perinatalmente a BP3 presentaban una reserva ovarica
disminuida, mientras que los machos mantenian una produccion espermatica normal.
Tabla 4: Recuento de espermatozoides moviles y totales. El nimero de muestras evaluadas fue de 15
para el grupo control y 17 para el grupo expuesto a BP3. Los resultados se presentan como promedio +

SEM. Las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando la prueba t de Student de muestras
independientes para la comparacion entre grupos.

Recuento de espermatozoides moviles (promedio +SEM)

CONTROL BP3
3,6x10°+0,6 x 10° 3,8x10°+0,3x10°
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Recuento de espermatozoides totales (promedio +SEM)
CONTROL BP3
6,8 x106+0,9 x 10° 7,0x10%+0,4 x 10°

Dinamica folicular y diametro de ovocitos primordiales
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Figura 22: Anélisis de los foliculos ovaricos en ratones expuestos a BP3 antes del inicio del protocolo
FACB: a) Numero de ovocitos por seccion, b) Numero de foliculos primordiales por seccién, c) Numero
de foliculos antrales por seccion, d) Porcentaje de foliculos primordiales, e) Porcentaje de foliculos
antrales, f) Medicion del diametro de los foliculos primordiales. En los graficos a, b y c, el numero de
animales evaluados fue n=7 control y n=8 BP3, mientras que en el grafico f se muestra el nimero de
ovocitos analizados (n=113 control; n=75 BP3). El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba de
Mann-Whitney. Los datos se expresan como mediana. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 vs. Control.

3.4.6. Los niveles hormonales fueron similares entre las hembras F1 de

ambos grupos

Se midieron los niveles séricos de hormonas sexuales en las hembras F1
durante la fase de estro del ciclo estral. No se observaron diferencias significativas
entre los grupos en los niveles de E:2 (Figura 23, panel a), P4 (Figura 23, panel b) ni
T (Figura 23, panel c). Estos resultados indican que la exposicién perinatal a BP3 no
tuvo un efecto detectable sobre el perfil hormonal basal de las hembras F1 durante el
estro, lo que sugiere que, al menos en esta fase del ciclo, la funcion endocrina ovarica

no se vio comprometida por el tratamiento.
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Niveles séricos hormonales de crias hembras F1
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Figura 23: Medicion de los niveles hormonales en suero de crias expuestas perinatalmente a BP3 antes
del inicio del protocolo FACB. Se evaluaron los niveles de las siguientes hormonas: a) E2 (pg/ml), b) Ps4
(ng/mil), ¢) T (ng/ml). Numero de pools de suero analizados: n=7 control, n=10 BP3. El analisis estadistico
se realizé mediante la prueba de Mann-Whitney; los datos se expresan como mediana.

3.4.7. La exposicion a benzofenona-3 resulté en una disminucion de la
fertilidad de la F1.

La implementacion del protocolo FACB nos permitié evaluar los parametros y
resultados reproductivos de los ratones expuestos al compuesto de interés durante un
periodo prolongado. Esta evaluacion integral proporciona informacion valiosa sobre
los efectos potenciales del compuesto en la fertilidad, las tasas de natalidad, las
caracteristicas de las crias y la salud reproductiva general.

El estudio FACB abarcé una duracion de 6 meses, la cual se dividié en 4
periodos (P) para el analisis. El P1 comprendio los dias 0 a 46, el P2 cubrid los dias
47 a 74, el P3 abarco los dias 77 a 105, y el P4 se extendioé desde el dia 106 al 180.
Durante cada periodo, analizamos el numero de partos por madre (Figura 24, panel
a) y el numero de crias por madre (Figura 24, panel b). También analizamos los
pesos de las crias F2 nacidas y la proporciéon de sexos (% hembras/total) (Tabla 5).

No observamos alteraciones en los pesos (Tabla 5) ni en proporcion de sexos
(Tabla 5) en F2. Se observo una tendencia a la disminucion en el numero de partos
por madre en el periodo P3 en el grupo BP3. Esta tendencia se volvio significativa en
P4, cuando la F1 nacida de madres expuestas a BP3 mostré una disminucion
significativa en el numero de partos, indicando un declive en la fertilidad.

En cuanto al numero de crias por madre, se registré una disminucién en P4,

aunque no alcanzé significancia estadistica.
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Numero de crias nacidas y partos por madre expuestas a BP3
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Figura 24: Numero de partos y numero de crias nacidas durante el FACB a partir de ratones F1
expuestos perinatalmente a BP3: a) Numero de crias por madre (n=8 CONTROL, n=10 BP3) en FACB
con una duracién de 6 meses analizados en diferentes periodos (P): P1 dia 0-46, P2 dia 47-76, P3 dia
77-105 y P4 dia 106-180. b) Numero de crias por madre (n=8 CONTROL; n=10 BP3) por parto en FACB
con una duracién total de 6 meses analizados en diferentes periodos: P1 dia 0-46, P2 dia 47-76, P3 dia
77-105 y P4 dia 106-180. El analisis estadistico se realizé mediante la prueba t no pareada, los datos se
expresan como promedio + SEM. *p=0.005 vs. control. La distribucién normal de los datos se evalué con
la prueba de Anderson-Darling.

Tabla 5: Parametros fisicos y proporcion de sexos en la descendencia F2. Los pesos se expresan como
promedio + SEM (n=47 CONTROL; n=39 BP3). La proporcion de sexos se expresa en porcentajes y se
calculd sobre el total de individuos nacidos (n=174 CONTROL; n=224 BP3). No se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo expuesto a BP3 en ninguno de los parametros evaluados.
Notablemente, en P4, solo 1 de las 10 hembras de BP3 dio a luz (10 crias), mientras que en el grupo de
control 4 de 8 madres dieron a luz.

Pesos crias F2 (mg) (promedio +SEM)
CONTROL BP3
1,38 £ 0,02 1,39 + 0,01
Proporcién de sexos en crias F2
CONTROL BP3
% Hembras | % Machos | % Hembras | % Machos
48,8 51,8 53 47

3.5.Discusion

Es un hecho que estamos continuamente expuestos a sustancias quimicas
incluidas en PCP que pueden afectar nuestra salud. El BP3 se utiliza habitualmente

en protectores solares y otros PCP debido a su eficacia bloqueadora de la radiacion
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UV; sin embargo, varios estudios han evidenciado que el BP3 puede actuar como PE
(Krause et al., 2012; Mustieles et al., 2023; Santamaria et al., 2020).

Previamente, observamos que la exposicion dérmica a BP3 durante las
primeras fases de la gestacion (dg0-dg6) provoca restriccion del crecimiento fetal
(RCF) en ratones, demostrando que la primera semana de gestacion es un periodo
sensible. Por otro lado, cada vez hay mas evidencia de que el periodo perinatal
también representa una ventana de desarrollo sensible a la accién de los DEs
(Altamirano et al., 2015, 2017; Gamez et al., 2015; Gomez et al., 2017; Padmanabhan
et al., 2016; Reynolds & Caton, 2012; Santamaria et al., 2016; Santamaria et al.,
2017; Stoker etal.,, 2020; Vigezzi etal., 2016). Por lo tanto, en este primer
experimento, nuestro objetivo fue identificar los efectos sobre los parametros
reproductivos causados por la exposicion dérmica a 50 mg/kg pc/dia de BP3 o aceite
de oliva (vehiculo), desde dg9 hasta dpn21.

En una primera instancia, no se observaron diferencias en el peso de las
madres, la duracidon de la gestacion, el numero de crias por madre, el inicio de la
pubertad o la proporcion de sexos. Cabe destacar que los pesos de las crias F1 fueron
transitoriamente inferiores a los del control durante la lactancia, mientras que el ciclo
estral no se vio afectado por el BP3.

No obstante, esta normalidad superficial en el desarrollo temprano ocultaba
efectos que solo se manifestaron cuando, las hembras F1 nacidas de madres
expuestas a BP3 y sometidas a un protocolo FACB, mostraron una disminucion
significativa del numero de gestaciones. Consideramos este hallazgo como
sumamente relevante, ya que demuestra que la aplicacion de BP3 en la piel de la
madre durante un periodo de exposicién perinatal, incluyendo la lactancia, provoco
una disminucion de la fertilidad de su descendencia F1: solo una de cada diez
hembras de la descendencia F1 nacida de madres expuestas a BP3 quedd prehada
en el ultimo periodo del FACB, en contraste con 4 de 8 en el grupo control. A esto se
suma una tendencia a la disminucion progresiva del numero de crias por madre, lo
que indica un declive reproductivo acelerado.

Nuestros resultados actuales contrastan con los reportados previamente por
Chapin, 1997 un estudio llevado a cabo para evaluar la toxicidad de BP3 en ratones
CD-1. En dicho estudio, los ratones que recibieron hasta 9 g/kg.pc de BP3 mostraron
un indice de fertilidad inalterado en parejas compuestas por hembras F1 expuestas y
machos jovenes no expuestos de fertilidad comprobada. Esta discrepancia con
nuestros resultados puede explicarse por diferencias en el disefio experimental. En

primer lugar, aplicamos un protocolo de FABC a parejas donde ambos miembros (F1)
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estuvieron expuestos a los compuestos, para imitar mas genuinamente el escenario
del mundo real (ver M&M) donde practicamente el 97% de la poblacion tiene niveles
medibles de BP3 en sus cuerpos (Calafat et al., 2008; Silva et al., 2024). El hecho de
formar parejas con machos y hembras del grupo BP3, nos permitié buscar
alteraciones en las gonadas tanto de machos como de hembras como posibles causas
de la fertilidad alterada (Lamb et al., 1985). En segundo lugar, utilizamos una dosis
mucho mas baja de la reportada como menor dosis en el estudio de Chapin (1997)
(50 mg/kg.pc frente a 1800 mg/kg.pc). Como es habitual en el campo de la disrupcion
endocrina, la presentacion de efectos perjudiciales a dosis bajas y la ausencia de
efecto a dosis mas altas es un hallazgo frecuente.

Es importante sefialar que este cuadro de subfertiidad temprana se ha
reportado para otros DEs estrogénicos, como el BPA y el dietilstilbestrol (DES). En
este sentido, la administracién de BPA por via oral desde dg8 hasta el destete provoco
una reduccion dosis-dependiente de la capacidad reproductiva en hembras de raton,
evidenciado por un menor numero acumulado de crias similar a lo descrito
previamente en ratones expuestos durante el desarrollo a DES, compuesto
ampliamente reconocido por su impacto negativo sobre la reproduccién humana
(Cabaton et al., 2011; McLachlan et al., 1982).

En conjunto, estos resultados demuestran que la exposicién perinatal a BP3
provoca una caida de fertilidad en la descendencia F1. Por tanto, nos preguntamos si
este efecto podria estar mediado por alteraciones en las poblaciones de células
germinales antes del inicio del FACB. Al respecto, en los machos F1 nacidos de
madres expuestas a BP3, observamos valores de parametros espermaticos normales
(resultados consistentes con lo reportado por Nakamura et al., (2015), mientras que
vimos que los niveles de E2, P4 y T eran similares al control en hembras F1. Sin
embargo el panorama en los ovarios fue distinto. Encontramos una reduccion en
reserva de células germinales en las hembras, evidenciada por un menor niumero en
el total de ovocitos y una caida en el porcentaje de foliculos primordiales. Ademas, se
observo que los ovocitos de foliculos primordiales tenian un tamafo significativamente
menor. Basandonos en estos hallazgos, la aparicién temprana de subfertilidad en
hembras F1 nacidas de madres expuestas a BP3 se asocia con un declive acelerado
de la reserva ovarica, evidenciado por una caida del stock de ovocitos y de la
poblacién de foliculos primordiales.

Estos resultados se agregan a la evidencia del impacto de BP3 sobre el ovario
reportada tanto por nuestro grupo como por otros. Por un lado, Nakamura et al., 2015

informo retrasos en el desarrollo folicular (por la exposicion perinatal a la dosis mas
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alta de BP3 (50000 ppm), y por nuestra parte, demostramos previamente que la
exposicion in vitro a BP3 alter6 la formacién del reservorio de células germinales
(Santamaria et al., 2019). Utilizando cultivos de ovario completo, encontramos que la
concentracion mas baja (la concentracion predicha sin efecto, o PNEC, igual a 1,32
Mg/L 0 5,8 nM) reducia la poblacién total de ovocitos, asi como el numero de nidos por
ovario, los foliculos primarios tempranos, y mostraba una tendencia a la disminucién
de la cantidad de foliculos primordiales y primarios (Santamaria et al., 2019). De esta
manera, nuestro estudio actual apoya la idea de que el ovario es un blanco de la
accion del BP3 al igual que con otros DEs estrogénicos (Gamez et al., 2015; Jefferson
et al., 2006; Rodriguez et al., 2010; Santamaria et al., 2016; Santamaria et al., 2017;
Santamaria et al., 2020).

Analizando estos efectos en el marco de la hipétesis DOHaD, el estudio de las
ventanas de exposicidon resulta fundamental. Algunos estudios de toxicidad por
exposicion repetida durante el desarrollo informaron cambios en la ciclicidad del estro
en la descendencia F1 solo cuando BP3 se administraba en la alimentacion a dosis
superiores a 700 mg/kg de peso corporal/dia (Chapin, 1997). En concordancia con
esos resultados, no observamos alteraciones en la ciclicidad del estro con nuestra
dosis baja. En cuanto a la disminucién transitoria del peso en lactancia, la cual también
fue reportada previamente por nuestro grupo de trabajo (Santamaria et al., 2020),
puede explicarse si consideramos que BP3 fue capaz de alterar la sintesis de
proteinas de la leche y su expresion en un modelo de diferenciacion in vitro de
glandulas mamarias, lo que sugiere que una nutricion deficiente durante la lactancia
podria contribuir a las disminuciones transitorias del peso de las crias (Altamirano
et al., 2015).

Debido al amplio uso de BP3 como filtro UV en protectores solares y
cosméticos, la poblacion humana esta altamente expuesta a este compuesto (Calafat
et al., 2008; Darbre, 2022; Silva et al., 2024). En este contexto, el declive de la
fertilidad en la descendencia F1 que observamos en el presente estudio adquiere
relevancia, ya que aplicamos BP3 sobre la piel en niveles similares a los que se
emplean en el uso regular de protectores solares. Ademas, hemos demostrado
anteriormente que esta dosis dérmica, tras su absorcidn, genera niveles séricos
comparables o incluso inferiores a los reportados en humanos luego de la aplicaciéon
topica de todo el cuerpo (Janjua et al., 2008; Matta et al., 2019; Santamaria et al.,
2020). Esto adquiere mayor relevancia al considerar un estudio reciente que evaluo si
los niveles urinarios de parabenos, BP3, TCS y BPA estaban asociados con infertilidad

autoinformada en la poblacién estadounidense. Aunque no se encontraron
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asociaciones significativas cuando BP3, TCS y BPA se analizaron individualmente, si
se observo una asociacion positiva con la infertilidad al considerar la exposicion

combinada a estos compuestos (Arya et al., 2020).

3.6.Conclusiones

Nuestros hallazgos demuestran que la exposicién a BP3 durante la gestacion
y la lactancia provoca la aparicion de subfertilidad temprana en las hijas en un modelo
murino. La relacion entre esta subfertilidad y la disminucion del stock de ovocitos y
foliculos primordiales (junto con recuentos espermaticos normales) sugiere que esta
subfertilidad podria estar causada por un agotamiento acelerado de la reserva de
células germinales en las hembras F1.

Coincidimos con otros autores en que se necesitan estudios adicionales para
comprender mejor los periodos criticos del desarrollo en los que la exposicion a filtros
UV resulta mas perjudicial (Arya et al., 2020; Bergman et al., 2013; Sutton et al., 2016;
Whnuk et al., 2022). En este sentido, el conocimiento sobre el impacto del BP3 en el
desarrollo fetal y neonatal humano sigue siendo escaso y controvertido (Teiri et al.,
2023; Wnuk et al., 2022) lo que refuerza la necesidad de realizar mas estudios que
aborden la influencia potencial de BP3 (ya sea solo o en combinacion con otros
compuestos) sobre la fertilidad y el crecimiento neonatal. Por este motivo, se
recomienda que las mujeres embarazadas y los niflos opten por estrategias
alternativas de fotoproteccion, priorizando la seguridad durante estas ventanas
criticas del desarrollo.

Los hallazgos presentados en este capitulo han sido publicados en la siguiente
revista indexada de alto impacto (Anexo llI: Galliani et al., 2024):

Galliani, V., Abud, J. E., Zenclussen, M. L., & Rodriguez, H. A. (2024). Female
offspring of mice perinatally exposed to benzophenone-3 showed early subfertility
linked to a poor oocyte stockpile. Archives of Toxicology, 98(6).
https://doi.org/10.1007/s00204-024-03730-5
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4. Capitulo 2: Benzofenona-3, bisfenol A y su combinacién
afectan la respuesta ovarica frente a la estimulacion con
gonadotrofinas en un modelo de multi-exposicion

4.1.Introduccion

En nuestro grupo de trabajo hemos demostrado previamente que las gonadas
son blancos sensibles a la accidon del BP3 y el BPA. La exposicion perinatal al BPA
(50 ug/kg/dia) ha mostrado alterar la fisiologia ovarica en la descendencia, afectando
su respuesta al tratamiento con gonadotrofinas exdgenas en la adultez (Santamaria
et al., 2017). Utilizando dosis mas bajas (3 pg/kg/dia), se ha observado que BPA
provoca alteraciones en el numero total de foliculos asi como en el tamano de las
poblaciones de foliculos en crecimiento y atrésicos (Gamez et al., 2015). Asimismo,
observamos que BP3 puede afectar el desarrollo folicular en etapas tempranas in vitro
(Santamaria et al., 2019) y, como describimos en el capitulo 1, reducir la reserva
ovocitaria en crias hembras expuestas perinatalmente a una dosis de 50 mg/kg/dia,
resultando en subfertilidad en la vida adulta (Galliani et al., 2024).

Sin embargo, aun persisten interrogantes importantes. Por ejemplo, no esta
claro si una exposicion a BPA en dosis mas bajas, acordes a las nuevas regulaciones,
podria afectar la respuesta del ovario al estimulo con gonadotrofinas. En 2015, la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecié una ingesta diaria
tolerable temporal (t-TDI) de 4 ug/kg.pc/dia. No obstante, en 2023, y sobre la base de
nueva evidencia inmunotoxicoldgica, la EFSA propuso una drastica reduccion de este
umbral a 0,2 ng/kg/dia, lo cual fue formalmente adoptado en el Reglamento (UE)
2024/3190 (EFSA, 2023). Si bien la entrada en vigor de esta nueva disposicion fue
enero de 2025 (European Commission, 2024), cabe destacar que esta transicion se
estructura mediante plazos diferenciados segun la complejidad técnica de la
sustitucion industrial. Un periodo general de 18 meses permite la comercializacién de
la mayoria de los plasticos, adhesivos y revestimientos con BPA hasta julio de 2026.
No obstante, para aplicaciones criticas y mas complejas, como el barniz externo de
envases metalicos o el contacto con alimentos procesados (frutas, hortalizas y
pescado), el plazo se extiende a 36 meses, alcanzando enero de 2028. Finalmente,
el reglamento contempla una prorroga adicional para el agotamiento de existencias y
el uso de articulos de uso repetido, lo que garantiza la presencia legal de estos
materiales en el mercado hasta enero de 2029. De este modo, a pesar de la restriccion
normativa, la poblacién continuara expuesta cronicamente al compuesto durante un

proceso de retirada que se dilatara, en la practica, hasta finales de la década.
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De forma similar, ain no se ha evaluado el potencial del BP3 para alterar la
respuesta ovarica a la estimulacion con gonadotrofinas, ni los potenciales efectos
derivados de la exposicion combinada a BP3 y BPA. El estudio de las mezclas de DEs
ha sido sefialado como muy relevante, dado que refleja con mayor fidelidad el
escenario real de exposicion a multiples sustancias que tenemos los seres humanos
(Kortenkamp, 2007; Rider et al., 2010).

Por otra parte, la mayoria de los estudios realizados hasta el momento se han
centrado en los efectos tras una Unica gestacion, a pesar de que existe evidencia de
que los parametros endocrinos y reproductivos pueden verse modificados no solo por
la exposicién a DEs, sino también por el numero de gestaciones. En este sentido, la
historia reproductiva de la madre puede influir sobre la respuesta fisioldgica del
organismo frente a exposiciones subsecuentes (Bridges, 2015) modificando asi su
susceptibilidad a los DEs. Esta sensibilidad diferencial se deberia a adaptaciones
fisioldgicas inducidas por la multiparidad, como cambios en la reserva ovarica, el
estado metabdlico y la sensibilidad del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal (Merrill et al.,
2021; Moon et al., 2023; Rebholz et al., 2012; Vicente et al., 2022). Por lo tanto,
evaluar los efectos a lo largo de gestaciones sucesivas ofrece una perspectiva mas
integradora sobre los riesgos acumulativos asociados a la paridad, un contexto
biolégicamente relevante que a menudo se pasa por alto en estudios sobre disrupcion
endocrina.

El presente estudio integra los interrogantes anteriores, investigando los
efectos de la exposicion prenatal a dosis bajas de BP3, a BPA y a su combinacién
(BP3+BPA) sobre los parametros gestacionales y la respuesta ovarica a la
administracion de gonadotrofinas exdgenas en la descendencia de dos gestaciones
sucesivas. Al examinar estos efectos a través de multiples gestaciones, buscamos
aportar nuevas perspectivas sobre como la exposicion acumulativa y la multiparidad

pueden influir en los efectos reproductivos del BP3 y el BPA.

4.2.Objetivos

En este experimento nos propusimos investigar los efectos de la exposicion
prenatal a BP3, BPA y a su mezcla (BP3+BPA) sobre los parametros gestacionales
maternos y la respuesta ovarica a la administracion exégena de gonadotrofinas en la

descendencia de dos gestaciones sucesivas.
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4.3.Materiales y métodos

4.3.1. Animales

Se utilizaron 49 hembras de ratén de la cepa C57BL/6, de 6 semanas de edad,
con un peso entre 14 y 17 gramos, adquiridas en el Centro de Medicina Comparada -
ICIVET Litoral (UNL, CONICET, Santa Fe, Argentina). Al llegar a las instalaciones del
laboratorio, los animales fueron alojados durante dos semanas para su aclimatacion
y adaptacion al nuevo entorno. Las evaluaciones sanitarias confirmaron la ausencia
de patégenos virales, bacterianos y parasitarios conocidos en los animales provistos
por el criadero.

Durante todo el experimento, los ratones tuvieron acceso ad libitum a agua y
alimento, y fueron mantenidos en jaulas de acero inoxidable en un ambiente
controlado con una temperatura constante de 22 + 2 °C y un ciclo de luz de 14 horas,
desde las 06:00 hasta las 20:00 horas. El bienestar de los animales fue supervisado
diariamente, mediante evaluaciones del estado general, comportamiento y
condiciones de las jaulas. Este monitoreo continuo permitio detectar de manera
oportuna cualquier signo de malestar o problema de salud, asegurando una
intervencion inmediata.

Finalizado el periodo de aclimatacién, se dio inicio a los procedimientos
experimentales. Todas las practicas realizadas se llevaron a cabo en conformidad con
las directrices ARRIVE (Percie du Sert et al., 2020) y respetando los principios
establecidos en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Academia Nacional de Ciencias de EE.UU. Ademas, los protocolos experimentales
fueron aprobados por el Comité Asesor de Etica y Seguridad en la Investigacion de la
Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral
(UNL), Santa Fe, Argentina (numero de permiso CE: CE2018-61-C).

4.3.2. Dosis de benzofenona-3 y bisfenol-A

La soluciéon de BPA (pureza 99%, Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina) se
administro por via oral a una dosis de 4 ug/kg.pc/dia, ajustada segun el peso de cada
animal, utilizando la técnica de administracion guiada por micropipeta (MDA, por sus
siglas en inglés) (Figura 25). La técnica MDA consiste en entregar la solucion
directamente en la cavidad oral del animal mediante una micropipeta calibrada. La
administracibn se considera completa una vez que el animal ha ingerido
voluntariamente todo el volumen. La solucion se dispensa unicamente mientras el

animal lame activamente la punta de la pipeta, sin necesidad de restriccion total ni
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procedimientos invasivos, lo que minimiza el estrés y permite un control preciso de la
dosis y el momento de administraciéon (Schalbetter et al., 2021).

La solucién se preparé a partir de un stock de BPA de 4 mg/mL disuelto en
etanol absoluto (Merck Chemistry Argentina, Buenos Aires, Argentina). Este stock se
diluy6 posteriormente 1:1000 en agua, obteniéndose una solucion de trabajo final de
4 pg/mL, que se utilizd para administrar la dosis adecuada a cada ratén segun su
peso. Asi, el BPA se disolvio en una solucién de etanol/agua, consistente con estudios
previos de nuestro grupo (Santamaria et al., 2017). Este vehiculo asegura buena
solubilidad y palatabilidad, facilitando la ingestion completa mediante MDA
(Schalbetter et al., 2021).

La dosis de BPA se selecciond con base en la ingesta diaria tolerable (TDI) de
4 ug/kg.pc/dia. Aunque la EFSA emitié en 2023 un documento con una nueva opinion,
recomendando una reduccién drastica a 0,2 ng/kg peso corporal/dia, que entré en
vigor en enero de 2025, su implementacién incluyé periodos de transicion que
permiten la comercializacion de muchos productos que contienen BPA hasta distintas
fechas, comprendidas entre 2026 y 2028 dependiendo del tipo de producto (Comision
Europea, 2024). Por lo tanto, estas transiciones regulatorias habilitan/permiten que la
exposicion humana a niveles comparables al TDI previo de 4 ug/kg.pc/dia siga siendo
plausible y por tanto relevante, reflejando escenarios realistas de exposicion humana

durante este periodo de cambio normativo.

Técnica de administracion guiada por micropipeta

Figura 25: Técnica de administracién guiada por micropipeta (MDA). Se muestra el procedimiento de
sujecion manual y el posicionamiento del raton para permitir la ingesta voluntaria de la soluciéon de BPA.
A diferencia de la administracion por sonda orogastrica (gavage), la técnica MDA se basa en el reflejo de

70



Benzofenona-3, bisfenol-A y su combinacién afectan la respuesta ovarica
frente a la estimulacién con gonadotropinas en un modelo de multi-exposicién Capitulo 2

lamer del animal, eliminando el riesgo de lesiones esofagicas y minimizando el estrés agudo por
manipulacion. Protocolo e imagen adaptado y modificado de Schalbetter et al. (2021).

La solucion de BP3 (pureza 98%, Sigma-Aldrich, Argentina) se aplico
topicamente siguiendo nuestro protocolo previamente publicado (Galliani et al., 2024;
Santamaria et al., 2020). En resumen, BP3 se aplico sobre el dorso afeitado de los
ratones a una dosis de 50 mg/kg.pc/dia, ajustada al peso de cada animal. Esta dosis
se seleccion6 con base en estimaciones de exposicion dérmica humana reportadas
por Janjua et al. (2008), quienes indicaron una dosis diaria equivalente de ~50 mg/kg
peso corporal tras la aplicaciéon de una crema con 10% de BP3. Esta estimacién fue
respaldada adicionalmente por modelado farmacocinético (Wang & Ganley, 2019).
Finalmente, con esta dosis, los niveles séricos alcanzados en nuestro estudio previo
(Santamaria etal., 2020) fueron comparables o inferiores a los reportados en
humanos (Matta et al., 2019). La solucion de BP3 se prepard disolviendo BP3 en
aceite de oliva extra virgen en una concentracion final de 10 mg/mL (Tres Marias, San
Juan, Argentina).

Para validar el solvente utilizado como vehiculo en los grupos control, se
realizé un experimento piloto comparando tres vehiculos diferentes: BPA (0,001% de
etanol en agua), BP3 (aceite de oliva) y combinado para BP3+BPA (0,001 % etanol
en agua y aceite de oliva aplicados por sus respectivas vias). No se observaron
diferencias significativas en el numero de ovocitos ovulados entre los grupos. Por
consiguiente, el grupo control seleccionado para este estudio recibié ambos vehiculos:
0,001 % etanol en agua via oral mediante micropipeta y aceite de oliva extra virgen

aplicado tépicamente sobre la piel.

4.3.3. Diseno experimental

Se realiz6 la cruza de machos BALB/c con hembras C57BL/6, alojandolos
juntos en jaulas individuales. Este apareamiento alogénico, realizado cruzando
hembras C57BL/6 con machos BALB/c, reproduce las condiciones naturales de
apareamiento observadas en mamiferos, incluyendo humanos, y lo hemos validado
en distintas publicaciones previas (Meyer et al., 2019; Mdller et al., 2018; Santamaria
et al., 2020). Se definio el dg0 como el dia en que se detectd el tapon vaginal.

Las hembras gestantes se dividieron en cuatro grupos experimentales y se
trataron de la siguiente manera:

a) Grupo BP3: recibi6 aplicaciones topicas de BP3 a 50 mg/kg.pc/dia (n=11).
b) Grupo BPA: se administr6 BPA por via oral a 4 ug/kg.pc/dia mediante la técnica

de administracion guiada por micropipeta (n=15).
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c) Grupo BP3+BPA: recibi6 ambos tratamientos, BP3 tdpico y BPA oral (n=13).
d) Grupo CONTROL.: recibio los vehiculos correspondientes, por via oral (0,001 %
etanol en agua) y topica (aceite de oliva extra virgen) (n=10).

El tratamiento comenzo en dg0 y continud hasta dg9 durante dos gestaciones
sucesivas en las mismas madres (Figura 26). Esto implica que, tras el parto de la
primera gestacion, las madres completaron la lactancia de sus crias hasta el destete
en el dia 21. Inmediatamente después del destete, cada hembra fue re-apareada con
un macho BALB/c para iniciar una segunda gestacion. Una vez prefadas, las madres
fueron reexpuestas a los tratamientos desde dg0 hasta dg9 durante esta segunda

gestacion, permitiendo completar la segunda lactancia (ver Figura 26).
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Figura 26: Disefio experimental. Las hembras C57BL/6 fueron cruzadas con machos BALB/C (primera
gestacion), y a partir del dia O de gestacién (dg0, dia de deteccion del tapdn vaginal) fueron tratadas con
los compuestos (BP3, BPA, BP3+BPA o vehiculo) hasta dg9. Al dia postnatal 21 (pnd21), las crias fueron
destetadas y las madres se aparearon nuevamente con un macho BALB/C (segunda gestacion), siendo
tratadas nuevamente con los compuestos desde dg0 hasta dg9. Las crias hembras (de la primera y
segunda gestacion) fueron sometidas a un protocolo de superovulacion, en el cual se administré PMSG
el dia 0 del protocolo y hCG a las 48 horas posteriores. Los ovocitos ovulados se contaron 14 horas
después de la inyeccion de hCG. Al inicio del protocolo, a las 48 horas post PMSG y a las 14 horas post
hCG, se reservo un ovario para estudios histoldgicos y se almaceno el otro a —80 °C para la extraccion
de ARN vy posterior analisis de expresion génica mediante RT-PCR. En paralelo, se recolectaron
muestras de sangre en los mismos momentos; el suero fue separado y almacenado a —20 °C hasta el
momento de la determinacién de los niveles de hormonas esteroides sexuales.
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Este periodo de exposicion fue seleccionado para abarcar eventos criticos del
desarrollo temprano, incluyendo la implantacion del embrién (dg4.5-5), la
remodelacién de las arterias espirales (dg6—10) (Charalambous et al., 2012; Rusidzé
et al., 2023), y la especificacion y migracion de las células germinales primordiales
(dg7,25-10) (Richardson & Lehmann, 2010). Estos procesos son altamente sensibles
a la alteracion endocrina y son relevantes para evaluar posibles efectos a largo plazo
sobre la funcion reproductiva.

En la evaluacion de parametros gestacionales maternos se determiné el
impacto de las exposiciones, a lo largo de las dos gestaciones sucesivas se evaluaron
los siguientes parametros:

e Ganancia de peso materno: El peso de las madres (FO) se registro
diariamente durante todo el periodo de gestacion.

e Duraciéon de la gestacion: Se determind el tiempo transcurrido hasta el
nacimiento. Considerando una duracion tipica de 19 a 20 dias, los partos se
clasificaron como prematuros (pretérmino) si ocurrieron en el dg18 o antes, y
como postérmino si ocurrieron en el dg21 o después.

o Caracteristicas de la camada: En el dia de cada parto se registré el nUumero
total de crias, la proporcion de sexos y el peso al nacer de las crias de ambas
gestaciones (F1.P1 y F1.P2). Adicionalmente, se registraron los pesos de las

crias durante el periodo de lactancia.

4.3.4. Protocolo de superovulaciéon

La respuesta ovarica a la administracién de gonadotrofinas exégenas es una
estrategia experimental ampliamente utilizada para evaluar la capacidad del ovario de
responder a la estimulacion hormonal. Aunque no refleja un proceso fisiologico
natural, permite determinar si dicha capacidad se conserva tras exposiciones
experimentales (Santamaria et al., 2017). Este enfoque resulta particularmente
relevante en el contexto de la FIV, donde las mujeres son sometidas a protocolos de
superestimulacion similares. Asi, se pueden evaluar parametros clave relacionados
directamente con el éxito clinico de la FIV, como el niumero de ovocitos recuperados
y la respuesta folicular a las gonadotrofinas. Si bien las diferencias interespecie limitan
la extrapolacioén directa a humanos, este modelo proporciona informacion traslacional
valiosa sobre como la exposicion a BP3 o BPA podria comprometer la eficiencia de la
estimulacion ovarica en escenarios de FIV (Gaylord et al., 2025; Santamaria et al.,
2017; Van der Auwera & D’Hooghe, 2001).
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En el dpn21, las crias fueron destetadas y se seleccionaron las hembras para
los analisis posteriores, mientras que los machos fueron sacrificados mediante
exposicion a CO, seguida de dislocacion cervical y se obtuvieron muestras para ser
utilizadas en otros experimentos. Por un monitoreo previo en nuestro bioterio,
sabemos que la apertura vaginal en esta cepa hibrida C57BL/6 x BALB/c ocurre
tipicamente en el dpn30, lo que valida el uso del dpn27 como estadio prepuberal. La
superovulacion se realizo en este estadio prepuberal con el objetivo de asegurar que
los animales aun no hubieran iniciado sus ciclos estrales endégenos. Este momento
del desarrollo permite una exposicién uniforme y controlada a las gonadotrofinas
exogenas, minimizando la variabilidad en la respuesta ovarica asociada al estado
puberal. Ademas, se ha demostrado que las hembras prepuberales producen un
mayor numero de ovocitos ovulados en comparacion con hembras adultas (Kolbe
et al., 2016).

El protocolo de superovulacién que consistio en la inyeccién intraperitoneal de
5Ul de PMSG, seguida 48 horas después por una inyeccion de 5Ul de hCG siendo
los ovocitos recolectados 14 horas después de esta ultima inyeccion. Estas
condiciones experimentales seleccionadas (incluyendo las dosis de 5 Ul, los intervalos
temporales y el estadio de desarrollo prepuberal) corresponden a parametros
estandar y ampliamente respaldados en la literatura para maximizar la induccién de
la respuesta ovulatoria en modelos murinos (Kolbe et al., 2016; Van der Auwera &
D’Hooghe, 2001).

Para evaluar la respuesta a las gonadotrofinas, se utilizaron diferentes grupos
de animales para la obtencion de muestras en tres momentos del protocolo (Figura
26):

Tiempo 1 (T1) (Inicio del protocolo: 0 horas PMSG, 0 horas hCG): en
dpn27, antes de cualquier inyeccion hormonal, se recolectaron ovarios para evaluar
el estado ovarico basal.

Tiempo 2 (T2) (48 horas post-PMSG, 0 horas hCG): en dpn29, 48 horas
después de la administracion de PMSG, se recolectaron ovarios de otro grupo de crias
para evaluar la respuesta ovarica a esta hormona.

Tiempo 3 (T3) (14 horas post-hCG): en dpn30, 14 horas después de la
administraciéon de hCG, se recolectaron ovarios de otro grupo de crias para evaluar el
estado del ovario en este momento, y también se recuperaron y contaron los ovocitos
ovulados.

En cada punto temporal, las hembras fueron sacrificadas mediante exposiciéon

a una atmosfera saturada de CO, seguida de decapitacion. un ovario fue fijado para
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estudios histoldégicos y el otro fue almacenado a —80 °C para extraccion de ARN y
anadlisis de expresion génica por RT-PCR. Ademas, se recolectaron muestras de
sangre en cada uno de los momentos, y el suero se separd y almacend a —20 °C hasta

la determinacion de los niveles hormonales.

4.3.5. Conteo de ovocitos ovulados

Los ovocitos liberados en respuesta al protocolo de superovulacion fueron
contabilizados en los ovarios obtenidos 14 horas después de la inyeccién de hCG
(Figura 27). Los complejos cumulo-ovocito fueron extraidos quirurgicamente de los
oviductos y colocados en medio Dulbecco modificado Eagle’s: F12 (Gibco®, Life
Technologies, Invitrogen). Posteriormente, los complejos fueron tratados con
hialuronidasa al 0,3% (Sigma) durante 30 minutos a 37 °C para dispersar las células
del cumulo. Luego de este tratamiento, los ovocitos aislados de las células del camulo
fueron contabilizados. Con base en los resultados observados (véase seccion 4.4 de
Resultados), los analisis de dinamica folicular, niveles hormonales y expresion génica
de enzimas esteroidogénicas se realizaron exclusivamente en muestras provenientes

de la descendencia F1.P2.

Metodologia de superovulacién y recoleccion de ovocitos en modelo murino
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Figura 27: Metodologia de superovulacion y recoleccion de ovocitos en ratones. Representacion
cronolégica del procedimiento para la obtencion de ovocitos. a) Ovario al inicio del protocolo (0 hs PMSG).
b) Ovario 48 hs post-PMSG, evidenciando el crecimiento folicular previo a la inducciéon de la ovulacién
con hCG. c) Detalle de la ampolla oviductal 14 hs post-hCG; se observa la presencia de los complejos
cumulo-ovocito (COCs) en el interior del oviducto. d) Microfotografia (microscopia invertida) de los
ovocitos denudos tras la disociacion enzimatica con hialuronidasa al 0,3% del Complejo cimulo-ovocito.
Este paso permite la eliminacién de las células del cumulo para el posterior recuento de los ovocitos
ovulados.

4.3.6. Dinamica folicular

La dinamica folicular fue evaluada en la descendencia F1.P2 en los tres puntos
temporales previamente descriptos, siguiendo protocolos establecidos (Rodriguez et
al., 2010; Santamaria, 2016). En resumen, los ovarios fueron fijados en Formol-Buffer
al 10% durante la noche a temperatura ambiente y posteriormente incluidos en

parafina. Se realizaron cortes seriados de 5 um de espesor a partir del punto medio
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del 6rgano, y cada décimo corte fue tefiido con picrosirius-hematoxilina (P/H). Se
analizaron un total de 4 cortes por ovario (Santamaria et al., 2019), considerando para
el analisis la totalidad de los foliculos presentes en la superficie de dichos cortes. El
recuento de ovocitos se realizé utilizando un microscopio Olympus BH2 con un
aumento de 400X. Se evaluaron los siguientes parametros: a) Numero total de
ovocitos por micrometro cuadrado, b) Numero de foliculos primordiales por
micrometro cuadrado, c) Porcentaje de foliculos primordiales, d) Numero de foliculos
antrales por micrometro cuadrado, y e) Porcentaje de foliculos antrales. Para calcular
el numero de ovocitos por area, se midio el area total de cada corte (en micrometros

cuadrados) utilizando el software Fiji.

4.3.7. Medicion de estradiol, progesterona y testosterona

Las determinaciones hormonales se realizaron utilizando pools de suero
obtenidos de hembras F1.P2 en los tres momentos establecidos del protocolo de
superovulacién. Dado el bajo volumen sanguineo de las crias, el cual imposibilita
alcanzar el volumen minimo requerido por el ensayo de manera individual, para cada
punto temporal el suero de muestras individuales fue combinado en pools de la
siguiente manera:

T1 (Inicio del protocolo): 3 pools CONTROL (9 muestras), 3 pools BP3 (8
muestras), 4 pools BPA (12 muestras) y 4 pools BP3+BPA (10 muestras).

T2 (48 horas post-inyeccion de PMSG): 4 pools CONTROL (9 muestras), 3
pools BP3 (6 muestras), 3 pools BPA (8 muestras) y 5 pools BP3+BPA (11 muestras).

T3 (14 horas post-inyeccion de hCG): 4 pools CONTROL (10 muestras), 6
pools BP3 (12 muestras), 5 pools BPA (9 muestras) y 5 pools BP3+BPA (8 muestras).

Se realizé una extraccion organica utilizando 200 ul de suero por pool. Con el
objetivo de aislar selectivamente las hormonas esteroideas y eliminar posibles
interferencias de la matriz del suero murino que afectaran la lectura, para la extraccion
se utilizo éter sulfurico, y los extractos obtenidos fueron reconstituidos con 0,5 mL de
gelatina al 0,1% en PBS-EDTA, siguiendo protocolos previamente establecidos
(Portelinha et al., 2015).

Las concentraciones hormonales extraidas se midieron mediante el método
ECLIA-Roche, bajo los siguientes parametros:

a) E2: expresado en pg/mL, con un limite de deteccion de 5 pg/mL.

b) P4: expresada en ng/mL, con un limite de deteccion de 0,05 ng/mL.

c) T: expresada en ng/mL, con un limite de deteccion de 0,03 ng/mL.
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Todas las determinaciones hormonales se llevaron a cabo en el laboratorio
Alkemy, en Santa Fe, Argentina, siguiendo protocolos estandarizados vy

procedimientos de control de calidad (https://alkemy.com.ar/).

4.3.8. PCR en Tiempo Real (QRT-PCR)

Se utilizdé un protocolo optimizado de transcripcién reversa y PCR en tiempo
real (QRT-PCR) para analizar los niveles relativos de expresién de ARNm de las
enzimas y receptores: citocromo P450scc (Cyp11a), 17a-hidroxilasa (Cyp17a), P450
aromatasa (Cyp19), receptor de la hormona foliculoestimulante (FSHr) y receptor de
la hormona luteinizante (LHr) en los ovarios obtenidos de la descendencia F1.P2. Las
secuencias de los primers y el tamafio de los amplicones correspondientes a cada
ARNm se detallan en la Tabla 6 y fueron disefiados utilizando la herramienta Primer-
BLAST del NCBI. Los ovarios de cada grupo experimental correspondiente al tiempo
2 (n=8 CONTROL, n=8 BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA) y los correspondiente al tiempo
3 (n=4 CONTROL, n=4 BP3, n=4 BPA, n=4 BP3+BPA) (fueron homogeneizados
individualmente en Trizol (Life Technologies, NY, EE.UU.) y se extrajo el ARN total
siguiendo el protocolo del fabricante. La concentracion de ARN se determind mediante
mediciones de absorbancia a 260 nm utilizando un espectrofotometro Nanodrop, y
posteriormente se almacend a -80 °C hasta su uso. Cantidades iguales de ARN total
(1 ug) fueron retrotranscritas a ADNc utilizando transcriptasa reversa M-MLV
(Invitrogen) y cebadores oligo(dT) (Invitrogen), siguiendo protocolos previamente
publicados (Santamaria et al., 2016, 2017).

Los ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo utilizando el reactivo
HOT FIRE Pol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne; Biocientifica) y un
termociclador Step One (Applied Biosystem). Se incluyeron controles sin ADN molde
en todos los ensayos, y no se observé amplificacion consistente en estos controles.
La pureza de los productos fue verificada mediante curvas de disociacion, y muestras
seleccionadas al azar fueron analizadas por electroforesis en gel de agarosa. Las
curvas estandar se prepararon mediante seis diluciones seriadas de una mezcla de
ADNCc que contenia cantidades iguales de ADNc de diferentes grupos experimentales,
como se ha reportado previamente. Todas las muestras y estandares se analizaron
por duplicado en cada experimento independiente.

Para seleccionar un gen de referencia (housekeeping, HK) adecuado para la
normalizacion, se evaluaron dos candidatos: proteina ribosomal L19 (L19) y B-actina
(ACTB), siguiendo un protocolo previamente publicado (Abud et al., 2024). El analisis

reveld que la expresion de L19 no fue afectada por el tratamiento con BP3, pero si fue
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alterada por los tratamientos con BPA y BP3+BPA. En cambio, la expresion de ACTB
se mantuvo estable en todos los tratamientos (BP3, BPA y BP3+BPA), por lo que se
seleccioné como gen de normalizacion.

Las condiciones del termociclador incluyeron una etapa inicial de
desnaturalizacion a 95 °C durante 15 minutos, seguida de ciclos de desnaturalizacion
a 95 °C por 15 segundos, alineamiento a 59 °C (para Cyp11a), 58 °C (para Cyp17a)
y 60 °C (para Cyp19a, FSHr, LHry L19) por 15 segundos, y extensién a 72 °C durante
30 segundos.

Las diferencias significativas en la expresion génica (p<0,05) fueron
determinadas mediante el Pair Wise Fixed Reallocation Randomization Test©
utilizando el software Relative Expression Software Tool RESTO© 2009 v.2 (Pfaffl,
2001; Pfaffl et al., 2002).

Tabla 6: Primers y productos de PCR utilizados en los experimentos de RT-PCR en tiempo real.

Gene Secuencia de primers (5’-3’) | Tamaino del amplicén (pb) | Cédigo GenBank

F: CCTGGCACCCAGCACAAT
B-actina 70 NM_001272041.1
R:GCCGATCCACACGGAGTACT

F:AGCCTGTGACTGTCCATTCC
L19 153 NM_031103
R:TGGCAGTACCCTTCCTCTTC

F: ACAGCGATCTGGTGGACATA
Cyp17a 166 NM_007809.3
R: AGAATGTCTGTCAGGCTGGA

F: CAACCCGAGCCTTTGGAGAA
Cyp19a 164 NM_007810.4
R: TGAGGGTCAACACATCCACG

F: CGAGACTTCAGCCAGTACCC
Cyp11a 182 NM_001346787.1
R: CGCAGCATCTCCTGTACCTT

F: ACAGGGTCTTCCTCTGCCAA
FSHr 141 NM_013523.3
R: TCTCCAGGTCCCCAAATCCA

LHr F: ACTATAACCACGCCATAGAC 71 M81310.1

4.3.9. Estadistica

Los datos se expresaron como promedio + error estandar del promedio (SEM).
La distribucién normal de los datos fue evaluada mediante el test de Shapiro-Wilk.

Para los datos con distribucion normal, se realizé un analisis de varianza de dos vias
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(ANOVA de dos factores) para evaluar dos variables independientes: exposicion a
BPA (presente/ausente) y exposicién a BP3 (presente/ausente). Este disefio factorial
2x2 permitio analizar los efectos principales de cada compuesto, asi como su posible
interaccion.

Cuando se detectaron efectos principales y/o interacciéon significativa, se
realizaron comparaciones post test entre los grupos experimentales mediante la
prueba de Fisher LSD sin correccion. No se aplicaron pruebas post test cuando no se
observaron significancia estadistica en los efectos principales ni en la interacciéon
(Wei et al., 2012).

Ademas, las proporciones fueron analizadas mediante el test exacto de Fisher,
y los resultados se expresaron en porcentajes. Para la comparacion de los grupos P2
con el grupo control P1, se utilizé una prueba de proporciones.

El numero de muestras o experimentos analizados, las pruebas estadisticas
empleadas y los valores de p correspondientes a diferencias significativas se indican
en las leyendas de cada figura. Se considerd un umbral de significancia de p < 0,05
para todos los andlisis. Las pruebas estadisticas se realizaron utilizando el software
GraphPad Prism 5.0.

4.4. Resultados
4.41. Parametros gestacionales maternos

4.41.1. Benzofenona-3, bisfenol-A o la mezcla incrementan el
porcentaje de partos fuera de término en los grupos de la

segunda gestacion

Las Figura 28, panel a y b, muestran comparaciones intragestacionales,
evaluando la duracion de la gestacion en los grupos tratados en relacion con sus
respectivos controles dentro de cada prefiez. En este andlisis, la exposicién a BPA y
BP3+BPA durante los primeros diez dias de gestacion incremento significativamente
la incidencia de partos fuera de término (incluyendo tanto partos prematuros como
postérmino) en ambas gestaciones. En cambio, la exposicién a BP3 de forma aislada
no alteré el momento del parto (Figura 28, panel ay b).

La (Figura 28, panel c) presenta una comparacion intergestacional, en la que
todos los grupos experimentales de la segunda gestacion (P2), incluyendo el grupo
control P2, fueron comparados con el grupo control de la primera gestacion (P1). Este
analisis reveld un aumento significativo en la proporcion de partos prematuros en el

grupo control de P2 en comparacion con el control de P1, lo que indica que el parto

79



Benzofenona-3, bisfenol-A y su combinacién afectan la respuesta ovarica
frente a la estimulacién con gonadotropinas en un modelo de multi-exposicién Capitulo 2

prematuro se presenté incluso en ausencia de exposicion quimica durante la segunda
gestacion. Ademas, todos los grupos tratados en P2 (BP3, BPA y BP3+BPA)
mostraron proporciones significativamente mayores de partos fuera de término en
comparacion con el control de P1 (Figura 28, panel c).

El peso materno durante la gestacion no se vio afectado por la exposiciéon a
BP3, BPA ni BP3+BPA en ninguno de los grupos (Figura 29).

Intragestacional ‘ Intergestacional
% Madres con partos fuera de tarmino 1 % Madres con partos fuera de t&mino % Macdres con partos fuera de térming
(primera prefiez) (segunda prefiez) L (Comparacion de todos los grupos P2 con el control de P1)
P b * * |
2 100- 100- @ { ¢ 100
L e
75 75 {7 ]
14 : AR
2 50+ R* 50 i % 50 : e
25 25 i 25 H Sead Fov
i 1 aan
I \ | |
Ry = e f R e
B partos a término partos pratémino B partos postérmino

Figura 28: Porcentajes de madres con partos a término y fuera de término (partos pretérmino y
postérmino): a) Madres correspondientes a una primera exposicion a BP3, BPA y BP3+BPA (primera
gestacion) (n=5 control, n=5 BP3, n=5 BPA, n=7 BP3+BPA). b) Madres con una segunda exposicion a
BP3, BPA y BP3+BPA (segunda gestacion) (n=7 control, n=7 BP3, n=12 BPA, n=10 BP3+BPA). c)
Comparacion intergestacional de la proporcion de partos fuera de término en todos los grupos de P2
(control, BP3, BPA, BP3+BPA) en relacion con el grupo control de la primera gestacion (P1). El analisis
estadistico se realiz6 mediante el test exacto de Fisher para los paneles a y b, y mediante prueba de
proporciones para el panel c. Los datos se expresan como porcentajes. Los niveles de significancia se
indican de la siguiente manera: *: p<0,05; **: p<0,01; ****: p<0,0001 vs. control.
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Figura 29: Ganancia de peso durante la gestaciéon en madres expuestas a BP3, BPA y BP3+BPA: a)
Madres expuestas por primera vez a los compuestos BP3, BPA y BP3+BPA (primera gestacion). b)
Madres expuestas por segunda vez a los compuestos BP3, BPA y BP3+BPA (segunda gestacion). El
andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA de dos vias, sin observarse interaccion entre los factores.
Los datos se expresan como promedio + SEM.
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441.2

Impacto de benzofenona-3, bisfenol-A y la mezcla sobre el

numero de crias y la proporcion de sexos de crias nacidas

El nimero de crias por parto (Figura 30) y la proporcién de sexos (% de

hembras respecto al total de la camada) (Tabla 7) no fueron afectados por la

exposicion a BP3, BPA o BP3+BPA en ninguna de las dos gestaciones.

Numero de crias nacidas por madre Numero de crias nacidas por madre
(primera prefiez) (segunda prefiez)
a 45+ b 45
v A
o 12— o124 e VvV vV
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Figura 30: Numero de crias por parto por madre: a) Crias nacidas de madres con una primera exposicion
a BP3, BPA y BP3+BPA (primera gestacion) (n=7 CONTROL, n=5 BP3, n=5 BPA, n=5 BP3+BPA). b)
Crias nacidas de madres tras una segunda exposicion a BP3, BPA y BP3+BPA (segunda gestacién) (n=7
CONTROL, n=6 BP3, n=11 BPA, n=10 BP3+BPA). El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de
dos vias, sin observarse interaccion entre los factores. Los datos se expresan como promedio + SEM.

Tabla 7: Proporcion de sexos en la descendencia de primera (F1.P1) y sequnda (F1.P2) gestacién. Los
valores representan el porcentaje de hembras y machos obtenido en cada grupo experimental. El tamafio
de la muestra (n) para la primera prefiez (F1.P1) fue: CONTROL (n=48), BP3 (n=38), BPA (n=36) y
BP3+BPA (n=36). Para la segunda prefiez (F1.P2), los tamafios de muestra fueron: CONTROL (n=61),
BP3 (n=52), BPA (n=94) y BP3+BPA (n=80). El andlisis estadistico se realizé6 mediante el test exacto de
Fisher y los datos se expresan como porcentaje. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos (p > 0,05).

Crias nacidas en una primera gestacion (F1.P1)
% Hembras % Machos
CONTROL | BP3 | BPA | BP3+BPA | CONTROL | BP3 | BPA | BP3+BPA
47,92 36,84 130,56 | 44,44 52,08 |63,16|69,44| 55,56
Crias nacidas en una segunda gestacion (F1.P2)
% Hembras % Machos
CONTROL | BP3 | BPA | BP3+BPA | CONTROL | BP3 | BPA | BP3+BPA
55,75 50 [54,25| 56,25 44,25 50 [45,75| 43,75
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4.4.2. Parametros de la descendencia

44.21. El peso total de las crias es alterado de forma transitoria

por benzofenona-3, bisfenol-A y la mezcla

Se observaron variaciones en el peso durante la lactancia en ambas camadas
(Figura 31). Los machos F1.P1 expuestos a BPA o BP3+BPA presentaron aumentos
de peso (Figura 31, panel b), los cuales se normalizaron al momento del destete. En
cambio, las hembras F1.P1 mostraron alteraciones en el peso unicamente en el dia
posnatal 15 (pnd15) o en el dia 1 (pnd1) en el caso de BP3. En F1.P2, tanto machos
como hembras presentaron aumentos de peso transitorios, principalmente tras la
exposicion a BP3+BPA, los cuales se normalizaron hacia el dia posnatal 18 (Figura
31, panel c y d). En todos los casos, el impacto de la combinacién de BP3+BPA fue
similar a lo observado con cada compuesto aplicado individualmente, indicando la

ausencia de interaccién positiva o negativa entre los compuestos.
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Figura 31: Pesos de la descendencia expuesta prenatalmente a BP3, BPA y BP3+BPA, de la primera y
segunda gestacion: a) Peso de hembras F1.P1 expuestas a BP3, BPA y BP3+BPA en comparacién con
el grupo control (n=19 control, n=12 BP3, n=10 BPA, n=20 BP3+BPA). b) Peso de machos F1.P1
expuestos a BP3, BPA y BP3+BPA en comparacion con el grupo control (n=23 control, n=24 BP3, n=22
BPA, n=23 BP3+BPA). c) Peso de hembras F1.P2 expuestas a BP3, BPA y BP3+BPA en comparacion
con el grupo control (n=32 control, n=22 BP3, n=49 BPA, n=41 BP3+BPA). d) Peso de machos F1.P2
expuestos a BP3, BPA y BP3+BPA en comparacion con el grupo control (n=27 control, n=23 BP3, n=43
BPA, n=33 BP3+BPA). El peso fue registrado Unicamente en camadas con mas de seis crias. El analisis
estadistico se realizé6 mediante ANOVA de dos vias. Los datos se expresan como promedio £+ SEM , y
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las diferencias significativas se determinaron utilizando la prueba post hoc Fisher’'s LSD sin correccion.
Los asteriscos de colores indican diferencias significativas en comparacién con el grupo control:
Asteriscos azules: diferencias significativas entre BP3 y control. Asteriscos amarillos: diferencias
significativas entre BPA y control. Asteriscos verdes: diferencias significativas entre BP3+BPA y control.
Los niveles de significancia se indican como sigue: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001 vs.
control. Efectos de interaccién por dia (pesos de la descendencia F1.P1): Hembras — dia 1 (*p=0,0125).
Machos — dia 3 (*p=0,0469), dia 9 (****p<0,0001), dia 12 (***p=0,0005), dia 15 (***p = 0,0009). Efectos
de interaccion por dia (pesos de la descendencia F1.P2): Hembras — dia 15 (****p<0,0001).

44.2.2. Los pesos de los ovarios son similares en todos los grupos

Los pesos ovaricos registrados en tres momentos del protocolo, en la etapa
inicial (antes de la administracién hormonal), a las 48 horas post-inyeccién de PMSG
y a las 14 horas post-inyeccion de hCG no mostraron diferencias significativas entre

los grupos en ninguna de las dos gestaciones (Tabla 8).

Tabla 8: Pesos ovéricos de la descendencia de madres expuestas a BP3, BPA y BP3+BPA durante una
primera exposicion (primera prefiez) y de la descendencia de madres con una segunda exposicion
(segunda prefiez) en diferentes puntos temporales del protocolo de superovulacion. El analisis estadistico
se realizé mediante ANOVA de dos vias, sin observarse interaccion significativa. Los datos se expresan
como promedio + SEM. BP3: benzofenona-3; BPA: bisfenol-A. Tiempo 1: Estadio inicial del protocolo de
superovulacién (sin inyeccion hormonal). Tiempo 2: 48 horas post-inyeccion de PMSG durante el
protocolo de superovulacién. Tiempo 3: 14 horas post-inyeccion de hCG durante el protocolo de
superovulacion.

Peso de los ovarios de crias F1.P1 en diferentes tiempos del protocolo de superovulacion

Capitulo 2

CONTROL BP3 BPA BP3+BPA
Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 | Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 | Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 | Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3
3.80£0.21 [ 8.10+0.51 | 8.94%0.59 | 3.67 +0.75 | 7.74£0.45 | 7.72+0.95 | 3.10£ 0.52 | 6.03£0.75 | 9.05+ 0.78 | 4.04 £0.28 | 6.72+ 0.79 | 7.80 £ 0.56
n=7 n=6 n=8 n=4 n=5 n=4 n=3 n=3 n=4 n=5 n=6 n=8
Peso de los ovarios de crias F1.P2 en diferentes tiempos del protocolo de superovulacion
CONTROL BP3 BPA BP3+BPA
Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 | Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 | Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3 | Tiempo 1 | Tiempo 2 | Tiempo 3
3.54+0.24 [7.00+0.70 | 7.97+1.07 | 435+0.24 | 7.10£0.66 | 9.62+1.02 | 3.77£0.41 | 6.35+0.66 | 8.02+ 0.53 | 3.92+0.48 | 6.62 + 0.40 | 7.66 + 0.43
n=8 n=8 n=8 n=6 n=7 n=10 n=9 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

44.2.3. Benzofenona-3, bisfenol-A y la mezcla inhiben la tasa de

ovulacion sélo en las crias de la segunda gestacion

La descendencia F1.P1 no presentd alteraciones en el numero de ovocitos
ovulados tras la aplicacion del protocolo de superovulaciéon (Figura 32, panel a). Por
el contrario, las crias de F1.P2 expuestas a BP3, BPA o BP3+BPA mostraron un
nuamero significativamente menor de ovocitos ovulados en comparacién con el grupo

control (Figura 32, panel b). En todos los casos, el impacto de la combinacion de
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BP3+BPA fue similar a lo observado con cada compuesto aplicado individualmente,

indicando la ausencia de interaccién positiva o negativa entre los compuestos.

Recuento de ovocitos en crias F1.P1 Recuento de ovocitos en crias F1.P2
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Figura 32: Recuento de ovocitos tras un protocolo de superovulaciéon en descendencia expuesta
prenatalmente a BP3, BPA o BP3+BPA: a) Recuento de ovocitos en la descendencia F1.P1 (n=16 control,
n=10 BP3, n=10 BPA, n=16 BP3+BPA). b) Recuento de ovocitos en la descendencia F1.P2 (n=16 control,
n=20 BP3, n=20 BPA, n=20 BP3+BPA). El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias,
sin observarse interaccion entre los factores. Los datos se expresan como promediot SEM, y las
diferencias significativas se determinaron mediante la prueba post hoc Fisher’s LSD sin correccion. Los
niveles de significancia se indican de la siguiente manera: **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001 vs.
control.

4.4.2.4. Las poblaciones foliculares estan alteradas en F1.P2

En T1, que representa el estado de los ovarios previo al estimulo con PMSG,
aquellos expuestos a BPA o BP3+BPA mostraron un menor nimero tanto de foliculos
totales como de foliculos primordiales (Figura 33, panel ay c). En T2, es decir a las
48 horas posteriores a la inyeccion de PMSG y previo al estimulo con hCG, los ovarios
de todos los grupos tratados (BP3, BPA y BP3+BPA) tenian menor cantidad de FA
(Figura 33, panel b). Finalmente, en T3 (14 horas después de la inyeccion de hCG),
en los ovarios de BPA y BP3+BPA observamos menor cantidad de primordiales
(Figura 33, panel a). Por tanto, todos los grupos tratados tenian una poblacion
reducida de FA justo antes del momento del estimulo con hCG. En todos los casos,
el impacto de la combinacién de BP3+BPA fue similar a lo observado con cada
compuesto aplicado individualmente, indicando la ausencia de interaccion positiva o

negativa entre los compuestos.

44.2.5. Benzofenona-3 y su mezcla con bisfenol-A modifican los

niveles de estradiol y testosterona
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Recuento de ovocitos totales, primordiales y antrales en crias F1.P2
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Figura 33: Recuento total, de foliculos primordiales y antrales en la descendencia F1.P2: a) Recuento
de foliculos primordiales por area en los siguientes puntos temporales: Tiempo 1 (n=8 CONTROL, n=6
BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA),Tiempo 2 (n=8 CONTROL, n=7 BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA),Tiempo 3
(n=8 CONTROL, n=8 BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA). b) Recuento de foliculos antrales por area en los
mismos puntos temporales: Tiempo 1 (n=8 control, n=6 BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA), Tiempo 2 (n=8
control, n=7 BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA), Tiempo 3 (n=8 control, n=8 BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA).
c) Recuento total de ovocitos por area en los puntos temporales: Tiempo 1 (n=8 control, n=6 BP3, n=8
BPA, n=8 BP3+BPA), Tiempo 2 (n=8 control, n=7 BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA), Tiempo 3 (n=8 control,
n=8 BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA). d) Imagenes representativas de ovarios completos a las 48 horas
posteriores a la inyeccion de PMSG analizadas en 40X en F1.P2 (control, BP3, BPA, BP3+BPA). Las
flechas rojas indican los foliculos antrales. El andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA de dos vias,
sin observarse interaccion entre los factores. Los datos se expresan como promedio + SEM, vy las
diferencias significativas se determinaron mediante la prueba post hoc Fisher’s LSD sin correccion. Los
niveles de significancia se indican de la siguiente manera: *:p< 0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 vs. control.

El analisis hormonal a partir de muestra de suero de crias F1.P2 realizado en
distintos momentos del protocolo de superovulacion revelé un aumento en los niveles
de Ez en los grupos BP3 y BP3+BPA a las 14 horas posteriores a la inyeccion de hCG
(Figura 34, panel a). Ademas, los niveles de T estaban elevados en BP3+BPA en ese
mismo momento en F1.P2 (Figura 34, panel c). Por otro lado, los niveles de P4 se

mantuvieron sin cambios en todo momento (Figura 34, panel b). En todos los casos,
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el impacto de la combinacién de BP3+BPA fue similar a lo observado con cada
compuesto aplicado individualmente, indicando la ausencia de interacciéon positiva o

negativa entre los compuestos.

Capitulo 2

Niveles hormonales al inicio del protocolo de superovulacion en la descendencia F1.P2
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Figura 34: Niveles hormonales de E,, P4y T en F1.P2: a) Niveles de E; en los tiempos 1, 2 y 3. b) Niveles
de P4 en los tiempos 1, 2 y 3. ¢) Niveles de T en los tiempos 1, 2 y 3. Las mediciones hormonales se
realizaron a partir de muestras séricas. Para el analisis hormonal, se generaron pools de suero
provenientes de hembras de cada grupo en los tres puntos temporales evaluados: Tiempo 1: 3 pools
para el grupo CONTROL (9 crias), 3 pools para BP3 (8 crias), 4 pools para BPA (12 crias) y 4 pools para
BP3+BPA (10 crias). Tiempo 2: 4 pools para CONTROL (9 crias), 3 pools para BP3 (6 crias), 3 pools
para BPA (8 crias) y 5 pools para BP3+BPA (11 crias). Tiempo 3: 4 pools para CONTROL (10 crias), 6
pools para BP3 (12 crias), 5 pools para BPA (9 crias) y 5 pools para BP3+BPA (8 crias). El analisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias, sin observarse interaccion entre los factores. Los
datos se expresan como promedio + SEM, y las diferencias significativas se determinaron mediante la
prueba post hoc Fisher's LSD sin correccién. Los niveles de significancia se indican de la siguiente
manera: *: p<0,05; ****: p<0,0001 vs. control.
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44.2.6. Los niveles de ARNm de enzimas esteroidogénicas y

receptores de gonadotrofinas permanecieron inalterados

La expresion de las enzimas esteroidogénicas (Cyp19a, Cyp17a, Cyp11a) y
de los receptores de gonadotrofinas (FSHr, LHr) no presentaron alteraciones en los

ovarios de F1.P2 (Figura 35, panel a y b) en ninguno de los grupos experimentales.

Analisis niveles de ARNm en crias F1.P2

a 48 hs post-PMSG b 14 hs post-hCG
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Figura 35: Niveles de ARNm de enzimas esteroidogénicas y receptores de gonadotrofinas en tejido
ovarico: a) Analisis de los niveles de ARNm de enzimas esteroidogénicas y receptores de gonadotrofinas
a las 48 horas post-inyeccion de PMSG en un protocolo de superovulacién en crias expuesta
prenatalmente a BP3, BPA y BP3+BPA, nacida de madres con una segunda exposicién a estos
compuestos (segunda gestacion) (n=8 control, n=8 BP3, n=8 BPA, n=8 BP3+BPA). b) Analisis de los
niveles de ARNm de enzimas esteroidogénicas y receptores de gonadotrofinas a las 14 horas post-
inyeccion de hCG en un protocolo de superovulaciéon en descendencia expuesta prenatalmente a BP3,
BPA y BP3+BPA, nacida de madres con una segunda exposicion a estos compuestos (segunda
gestacion) (n=4 control, n=4 BP3, n=4 BPA, n=4 BP3+BPA). Las muestras se obtuvieron de ovarios, y
los niveles de expresion fueron normalizados con respecto a ACTB (beta actina) y al grupo control. El
analisis estadistico se realizé6 mediante el test de aleatorizacion con reasignacion fija par a par (Pair Wise
Fixed Reallocation Randomisation Test). Los datos se expresan como promedio + SEM.

4.5.Discusion

El impacto de BP3 y BPA sobre la fisiologia reproductiva ha recibido
considerable atencion debido a su presencia generalizada en PCP y la consiguiente
exposicion ubicua de seres humanos. En estudios previos, demostramos que tanto
BP3 como BPA afectan individualmente la funcién ovarica (Galliani et al., 2024;
Santamaria etal., 2017, 2019). Sin embargo, varios aspectos permanecen sin
explorar. Si BP3, o BPA en dosis similar a TDI de 4 ug/kg peso corporal/dia, son
capaces de alterar la respuesta del ovario a gonadotrofinas, es uno de ellos. Otro
aspecto es si estos compuestos ejercen efectos sinérgicos cuando se combinan. Por
ultimo, también es importante considerar si las madres con embarazos multiples

pueden tener una susceptibilidad diferente a los DEs en comparacion con aquellas
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que tienen un solo embarazo. Para abordar esta complejidad, empleamos un modelo
animal de multiparidad con multiples exposiciones para examinar los efectos
combinados de BP3 y BPA. Este disefio busca reflejar el escenario real donde las
mujeres estan expuestas a DEs durante ventanas gestacionales sucesivas.
Especificamente, estudiamos en ratones si la exposicion a BP3, BPA o su
combinacién altera los parametros gestacionales y la respuesta ovarica a
gonadotrofinas exégenas en la descendencia, y si la historia reproductiva de la madre
influye en estas alteraciones.

Nuestros resultados revelaron que la tasa de ovulacion en la descendencia
nacida de madres expuestas a BP3, BPA o BP3+BPA durante la primera gestacion
permanece sin cambios. Sin embargo, las crias nacidas de madres expuestas a estos
compuestos durante una segunda gestacibn mostraron una respuesta
considerablemente disminuida a la estimulacién con gonadotrofinas, evidenciada por
un menor numero de ovocitos ovulados a las 14 horas post-inyeccion de hCG en los
grupos BP3, BPA y BP3+BPA. Para entender mejor los mecanismos subyacentes a
esta reduccion en la tasa de ovulacion, estudiamos la dinamica folicular, los niveles
hormonales y la expresion de enzimas esteroidogénicas y de receptores
gonadotropicos en las crias de la camada F1.P2, en tres momentos claves durante el
protocolo de superovulacion: T1: al inicio del protocolo (antes de la inyeccion de
PMSG), T2: a las 48 horas post-inyeccion de PMSG, T3: a las 14 horas post-inyeccion
de hCG.

En los ovarios de BP3, BPA y BP3+BPA se evidenci6o una disminucion
significativa en el numero de FA en T2 (48 horas post-PMSG). Esta reduccioén en la
poblacién de FA indicaria que el grupo de foliculos ovulatorios disponibles para la
maduracion y ovulacion inducida por hCG esta disminuido en el momento previo al
estimulo con hCG, contribuyendo a las menores tasas de ovulacion observadas. Estos
resultados concuerdan con estudios humanos que asocian la exposicion a BPA'y BP3
con disfunciones reproductivas. El BPA ha sido vinculado a un menor RFA (recuento
de FA) en mujeres con tratamientos para FIV (Souter et al., 2013) y a una reserva
ovarica disminuida asociada con infertilidad (Park et al., 2020). Ademas, se han
reportado niveles séricos elevados de BPA en mujeres infértiles comparadas con sus
pares fértiles (Caserta etal., 2013; La Rocca etal., 2014). Otros estudios han
asociado la exposicion de BPA con resultados negativos en FIV, incluyendo un menor
numero de ovocitos recuperados, menores tasas de implantacion y menor éxito en el
embarazo (Ehrlich et al., 2012; Mok-Lin et al., 2010; Pivonello et al., 2020). En relacion

con BP3, hallazgos recientes indican una correlacion negativa entre las
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concentraciones urinarias de BP3 y el RFA, particularmente en mujeres jévenes,
sugiriendo que esta poblacion puede ser mas vulnerable a los efectos adversos del
BP3 debido a sus mayores RFA (Silva et al., 2024). Mas recientemente, algunas
evidencias indican que la exposicion a mezclas de DEs (incluyendo BP3 y BPA) puede
afectar los procesos de reproduccién asistida y el desarrollo embrionario temprano
(Tzouma etal.,, 2025). Dado que la FIV depende de la estimulacion hormonal
controlada para maximizar el numero de ovocitos disponibles para fertilizacion,
nuestros resultados alertan sobre el impacto negativo que podria tener la exposicion
cronica a BP3 o BPA en la fertilidad en el contexto de parejas que acuden a las
técnicas de reproduccién asistida.

También observamos una reduccién en la poblacién de foliculos primordiales
en los ovarios de las crias expuestas a BPA y BP3+BPA en T1, es decir previamente
al inicio del protocolo antes de la inyeccién de PMSG) y en T3, 14 horas post-inyeccion
de hCG. Este patron sugiere fuertemente que el BPA afecta especificamente a la
poblacién de foliculos primordiales, ya que la reduccion observada antes de la
estimulacion con gonadotrofinas indica un efecto directo de la exposicidon prenatal a
BPA. La ausencia de estos cambios en el grupo expuesto solo a BP3 y la falta de
interaccion entre ambos compuestos, posiciona a BPA como el principal agente
responsable de estos efectos. Esta conclusion se ve reforzada por la disminucién del
conteo total de ovocitos/foliculos en los mismos grupos y en el mismo momento (T1).
Por otro lado, la disminucién en la reserva de foliculos primordiales puede contribuir a
la reduccion en el RFA observada al final de la estimulacion con PMSG (Fortune,
2003; McGee & Hsueh, 2000). Los foliculos primordiales son activamente reclutados
y estimulados para crecer, alcanzando eventualmente la etapa antral. Por lo tanto,
una reduccion en la reserva de foliculos primordiales disponibles para el reclutamiento
podria llevar a un menor numero de FA disponibles para su desarrollo y ovulacién, lo
cual coincide con la reduccion observada en ovocitos ovulados y subraya el papel
critico de la reserva de foliculos primordiales en la respuesta ovarica a la estimulacién
con gonadotrofinas, especialmente bajo exposicion a BPA.

Esta pobre respuesta ovulatoria estuvo acompafada por un aumento en los
niveles de E; en BP3 y BP3+BPA en T3 (14 horas post-inyeccion de hCG), con un
aumento también de T en BP3+BPA en el mismo momento. Sin embargo, los niveles
de ARNm de enzimas esteroidogénicas y receptores gonadotrépicos permanecieron
sin cambios. En el caso del grupo expuesto unicamente a BP3, los niveles elevados
de E> con testosterona y progesterona normales sugieren una alteracion selectiva en

la via de sintesis de estrogenos. Los posibles mecanismos incluyen la potenciacion
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de la actividad de la aromatasa, la modulacion de receptores de estrogenos entre
otros. Sin embargo, los niveles de ARNm de aromatasa (Cyp19a1) junto con otras
enzimas esteroidogénicas se encontraron dentro de rangos normales, lo que sugiere
que el aumento observado de E, probablemente no se deba a un incremento en la
expresion de aromatasa. Estudios previos han demostrado que BPA puede alterar la
sefalizacién gonadotropica (Gamez et al., 2015) y que BP3 afecta las vias mediadas
por receptores de estrégenos (Li et al., 2024), lo que podria contribuir a los cambios
hormonales observados. Claramente, son necesarios mas experimentos y nuevas
investigaciones para explorar los efectos de estos disruptores en la regulacién
hormonal.

Ademas, aunque la mayoria de la investigacion se ha centrado en los
resultados de una gestacién, algunos trabajos sugieren que la historia reproductiva de
la madre puede influir en varios parametros endocrinos (Rebholz et al., 2012; Vicente
etal.,, 2022). Las prefeces repetidos pueden alterar la respuesta fisioldgica del
organismo a exposiciones subsecuentes (Bridges, 2015), modificando potencialmente
la susceptibilidad a los DEs. Esta sensibilidad diferencial puede derivarse de
adaptaciones fisioldgicas inducidas por la multiparidad, incluyendo cambios en la
reserva ovarica, el estado metabdlico y la sensibilidad del eje hipotalamo-hip&fisis-
gonadal (Rebholz et al., 2012; Vicente et al., 2022). Por lo tanto, evaluar los efectos a
lo largo de dos prefieces proporciona una perspectiva integradora de los riesgos
acumulativos asociados con la paridad, un contexto biolégicamente relevante
frecuentemente pasado por alto en estudios de perturbacién endocrina. Un estudio
reciente de Friedman et al. (2023) demostré que las concentraciones séricas maternas
de sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas estuvieron inversamente
asociadas con la duracion de la lactancia, pero solo en mujeres multiparas (Friedman
et al., 2023). Ademas, es importante considerar que las madres estan expuestas de
forma continua a compuestos ambientales a lo largo de toda su vida, y que en cada
gestacioén, los nuevos embriones en desarrollo se exponen a estos compuestos de
manera intrauterina. Asi, la concurrencia de exposicion gestacional junto con los
cambios fisioldgicos inducidos por la multiparidad, puede amplificar el impacto
acumulativo de estos compuestos en la salud reproductiva de la descendencia.

Es interesante destacar que estas alteraciones se observaron a dosis
relevantes para la exposicion humana. Las dosis de BP3 utilizadas en este estudio
reflejan los niveles de exposicion tras una aplicacion topica corporal completa (Janjua
et al., 2008). Esta dosis fue validada adicionalmente por nuestro grupo (Santamaria

et al., 2020), donde demostramos que la aplicacion topica de 50 mg/kg peso corporal
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resultd en niveles sanguineos aproximados de 20 ng/mL. Estos niveles son, de hecho,
similares o inferiores a los reportados en humanos tras cuatro o siete dias de
aplicacion tépica de BP3 (Matta et al.,, 2019, 2020). En cuanto al BPA, la dosis
empleada en nuestro estudio corresponde al umbral de 4 ug/kg peso corporal/dia
establecido por la Union Europea en 2015. Este nivel de TDI esta actualmente en
revision: la EFSA (Panel de Materiales en Contacto con Alimentos, 2023) emitié en
2023 una nueva opinion cientifica recomendando una reduccion del TDI a 0.2 ng/kg
peso corporal/dia, que entré en vigor en enero de 2025 e introdujo una prohibicién
total del BPA en materiales en contacto con alimentos (EFSA Panel on Food Contact
Materials). Sin embargo, defini6 periodos de transicion que permiten la
comercializacion continua de ciertos productos que contienen BPA hasta fechas
comprendidas entre 2026 y 2028, dependiendo del tipo de producto (Comision
Europea, 2024). Por lo tanto, la exposicion humana a BPA en niveles comparables al
TDI de 4 ug/kg peso corporal/dia sigue siendo plausible y refleja escenarios realistas
de exposicion humana durante esta transicion regulatoria en curso. En consecuencia,
nuestros hallazgos aportan evidencia adicional que respalda la necesidad de reducir
o prohibir los niveles de BPA en productos de consumo, en linea con las
recomendaciones de la EFSA.

En cuanto a los parametros gestacionales y de la descendencia, no se
observaron cambios significativos en el peso materno durante la gestacion y la
lactancia, el tamafio de camada o la proporcién de sexos en la descendencia. Sin
embargo, se detectd una alteracion en la duracion de la gestacion en madres
expuestas a BPA y a BP3+BPA durante ambas prefieces (analisis intragestacional).
Este hallazgo coincide con estudios previos que han asociado a BPA con cambios en
la duracion de la gestacion (Aker et al., 2019; Cantonwine et al., 2010; Mustieles et al.,
2023; Weinberger et al., 2013).

Por otro lado, el analisis intergestacional reveld que los nacimientos
prematuros aumentan en la segunda gestacion en el grupo control,
independientemente de la exposicion a BP3 o BPA. Esto plantea el interrogante de si
los cambios observados en los grupos tratados durante la segunda gestacion son
atribuibles a los DEs o simplemente reflejan un cambio basal ya evidente en el
segundo grupo control. Al realizar ambas comparaciones (intra e intergestacionales),
BP3, BPA y BP3+BPA mostraron diferencias significativas frente al control de primera
prefiez (Control-P1), pero solo BPA y BP3+BPA mostraron diferencias respecto a su
control correspondiente en segunda prefiez (Control-P2). Estos hallazgos sugieren

que el aumento en nacimientos prematuros observado en BP3 durante la segunda
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gestacion probablemente esta impulsado por factores asociados a la multiparidad mas
que por BP3 en si. En contraste, BPA y la combinacion BP3+BPA indujeron una
proporcion de nacimientos fuera de término mayor a la esperada en la segunda
prefiez.

Las alteraciones en el peso de la descendencia fueron esporadicas, con un
aumento transitorio en el peso de los machos vinculado a la exposicion a BPA en
primera gestacion y a BP3+BPA en la segunda. Si bien estos hallazgos son
consistentes con reportes que sugieren que la exposicion a BPA puede alterar la
composicion de la leche materna, potencialmente aumentando su contenido lipidico y
contribuyendo asi al aumento de peso en la descendencia a través de la lactancia
(Altamirano et al., 2015), pensamos que por su naturaleza esporadica y limitada

deben interpretarse con cautela.

4.6.Conclusiones

Notablemente, en nuestro estudio, los cambios mas significativos,
particularmente la reduccién en la tasa de ovulacion, se observaron solo durante una
segunda gestacién y luego de dos exposiciones a BP3 o BPA, vinculados a
alteraciones en la reserva ovarica de primordiales y en la poblacion de FA. Esta
observacion resulta especialmente relevante al considerar que los ovocitos que dieron
origen a la descendencia de primera generacion (F1.P1) no estuvieron expuestos a
BP3, BPA ni a la combinacion de BP3+BPA, dado que estos compuestos fueron
administrados después de la gestacion ya habia comenzado. En contraste, los
ovocitos que dieron origen a la descendencia de la segunda prefiez (F1.P2) si
estuvieron expuestos a BP3, BPA o BP3+BPA. Los efectos observados sobre la
dinamica folicular y la ovulacion en F1.P2 podrian atribuirse a cambios epigenéticos o
alteraciones en las células germinales de FO, los cuales solo se manifestaron tras un
segunda gestacion y segunda exposicion. Por lo tanto, la posible interaccion entre la
multiparidad, la exposicion acumulativa a estos disruptores endocrinos y los
eventuales cambios epigenéticos abre el camino a nuevos experimentos y a una
investigacion mas profunda.

Los hallazgos presentados en este capitulo han sido publicados en la siguiente
revista indexada de alto impacto (Anexo V: Galliani et al., 2025):

Galliani, V., Fessia, J., Santamaria, C. G., Abud, J. E., & Rodriguez, H. A. (2025).
Benzophenone-3 (BP3), bisphenol A (BPA), and their combination impair ovarian

response to gonadotropin stimulation in a multi-exposure multiparity model.
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Environmental Toxicology and Pharmacology, 119, 104821.
https://doi.org/10.1016/j.etap.2025.104821.
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5. Capitulo 3: Proteémica del ovario prepuberal en un modelo
de multiparidad expuesto a benzofenona-3

5.1. Introduccién

Un escenario fisiolégicamente relevante que rara vez se considera en la
investigacion sobre disrupcion endocrina es la multiparidad (Merrill et al., 2021; Moon
et al., 2023). Las gestaciones repetidas pueden modificar los estados endocrino,
metabdlico o inmunoldgico maternos y, de esta manera, influir en la susceptibilidad de
la descendencia a los DEs. En el Capitulo 2, abordamos esta cuestion utilizando un
modelo murino de exposicion repetida en dos gestaciones sucesivas y en el que
evaluamos la respuesta ovarica a la estimulacion con gonadotrofinas en las crias de
las dos camadas. Demostramos que la exposicion gestacional a BP3, BPA o a su
combinacién reduce marcadamente la respuesta ovulatoria, con un patron
dependiente de la camada: mientras que la primera progenie (F1.P1) mantuvo una
respuesta normal, la de la segunda gestacion (F1.P2) mostré un deterioro de la
ovulacion (Galliani et al., 2025).

A partir de este hallazgo, nos interesamos en determinar las posibles
diferencias entre los ovarios de las progenies F1.P1y F1.P2 antes de la estimulacion
con gonadotrofinas y, de existir, si dichas diferencias podrian contribuir a la diferencia
funcional observada. Para abordar esto, recurrimos a una de las tecnologias
denominadas “Omicas”. Las tecnologias omicas han revolucionado la biologia
molecular moderna al permitir el analisis simultaneo y a gran escala de distintos
componentes celulares (genes, transcritos, proteinas, metabolitos, etc.) (Al-Amrani
etal.,, 2021; Dai & Shen, 2022). Estos enfoques complementan la informacién
genética y transcriptdmica tradicional, ofreciendo una vision funcional de los sistemas
biolégicos. En particular, la protedmica, que determina la abundancia relativa de las
proteinas que se estan expresando en un tejido, refleja con mayor fidelidad la
respuesta real de las células a sefales y condiciones externas que los estudios
basados en ADN o ARN (Al-Amrani et al., 2021; Dai & Shen, 2022).

Para ello, hicimos un experimento en base a un analisis protedmico de los
ovarios prepuberales (dpn27) de la primera y segunda progenie antes de ser
estimulados con Gn (dpn27). En este caso nos limitamos a los ovarios de animales

del grupo control y expuestos a BP3.
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5.2.Objetivos

Determinar el impacto de la exposicidon repetida a BP3 durante dos
gestaciones sucesivas sobre el perfil protedmico de los ovarios previo al estimulo con

gonadotrofinas en las progenies F1.P1y F1.P2.

5.3.Materiales y métodos

El experimento sigue un flujo de trabajo bottom-up estandar: extraccion total
de proteinas (usando TRIzol/SDS/urea), cuantificacion (BCA) y fraccionamiento por
SDS-PAGE. Luego se realiza una digestion con tripsina in-gel y analisis por nanoLC-
MS/MS en un espectrometro Orbitrap. En conjunto, esta estrategia esta alineada con

protocolos reconocidos en la literatura (Dupree et al., 2020) (Figura 36).
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Figura 36: Flujo de trabajo en un experimento de proteémica botfom-up. Modificado de Dupree et al.,
2020).

5.3.1. Obtencion de muestras y disefio experimental

El protocolo de tratamiento materno con BP3, las condiciones de bioterio y el
disefio detallado de la obtencidon de ambas descendencias se encuentran descritos

en el Capitulo 2, seccién 5.3.

5.3.2. Recoleccion y preservacion de tejido

Para el desarrollo de este experimento, se utilizaron los ovarios de las
progenies F1.P1y F1.P2 en el momento T1: ovarios prepuberales de dpn27, previo al
estimulo con PMSG. Los ovarios fueron extraidos quirdrgicamente inmediatamente
después del sacrificio de las crias mediante exposicion a CO, seguida de dislocacion

cervical, y procesados de manera inmediata bajo lupa estereoscopica para la
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remocion del tejido adiposo circundante y de la bursa ovarica. Una vez limpios, los
organos fueron rotulados y almacenados a -80 °C hasta el momento de realizar la
extraccion de proteinas totales detallada en las secciones posteriores, asegurando asi

la estabilidad de las muestras para el analisis protedmico.

5.3.3. Extraccion y solubilizacion de proteinas totales

La extraccion de proteinas a partir de los ovarios se realizd utilizando el
reactivo TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific), siguiendo el protocolo del fabricante
basado en la separacion de fases por quimiosercion. Tras la obtencion del pellet
proteico, se llevd a cabo una adaptacion del método descrito por Simdes et al. (2013)
para su solubilizacion.

Los pellets se resuspendieron en una soluciéon buffer compuesta por una
mezcla 1:1 de SDS al 1% y Urea 8 M en Tris-HCI (pH 8,0). Para asegurar una
desnaturalizacion y solubilizacién completa de los complejos proteicos, las muestras
se sometieron a cinco ciclos de sonicacion, intercalados con periodos de 30 segundos
de incubacién en hielo. Una vez resuspendidas, las muestras se centrifugaron para
eliminar residuos insolubles y el sobrenadante resultante se cuantifico realizando

ensayo de BCA (ver inciso 5.3.4).

5.3.4. Cuantificacion de proteinas (ensayo de BCA)

Previa a la corrida electroforética, se determiné la concentracion proteica de
las muestras mediante el ensayo de acido bicinconinico utilizando el Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Para ello, se emple6é una curva de
calibracion estandar con concentraciones conocidas de albumina sérica bovina (BSA).
Las lecturas de absorbancia se realizaron a 562 nm en un lector de microplacas,
permitiendo normalizar la carga de proteinas a 30 pg por calle para los analisis
posteriores mediante SDS-PAGE. Las muestras se conservaron a -20 °C durante 24

horas.

5.3.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La separacion de las proteinas se realizé bajo condiciones desnaturalizantes
y reductoras mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE). Se empled un sistema de geles discontinuos de 0,77 mm de
espesor, compuesto por un gel de apilamiento al 4,5% y un gel de resolucion al 12%

de poliacrilamida (Bio-Rad Laboratories).
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Las muestras fueron diluidas en buffer de carga en presencia de SDS y B-
mercaptoetanol, e incubadas durante 5 minutos a 95 °C para asegurar su
desnaturalizacion completa. En cada calle se sembraron 30 pg de proteina.

La corrida electroforética se llevo a cabo en solucion Laemmli (Tris-HCI 25 mM,
glicina 192 mM, SDS 0,1% p/v, pH 8,3) aplicando un voltaje constante de 10 V/cm.
Cabe destacar que el frente de corrida se detuvo una vez que las proteinas avanzaron
1 cm dentro del gel de resolucién (Figura 37, panel a). Esta restriccion en el recorrido
se realiza con el objetivo de concentrar el proteoma total en una banda reducida,
garantizando que los cortes posteriores de gel para el analisis por espectrometria de

masas no excedieran dimensiones de 1 cm x 1 cm (Figura 37, panel a).

Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y preparacion
de muestras para anilisis proteémico

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Figura 37: Preparacién y concentracion de muestras para proteémica mediante SDS-PAGE. a) Imagen
representativa de un gel de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE) tefiido con azul de Coomassie, donde se
observan tres réplicas biolégicas independientes. Cada carril contiene una carga de 30 pg de proteina
total proveniente de muestras de ovario. Los recuadros punteados delimitan el frente de corrida
restringido a 1 cm en el gel de resolucion, técnica empleada para concentrar el proteoma total y optimizar
la densidad proteica para la posterior espectrometria de masas. b) Detalle del procesamiento de la
muestra: tubo Eppendorf conteniendo el corte de gel (1 cm x 1 cm) proveniente del carril correspondiente.
Las muestras fueron conservadas a 4°C para su posterior envio y procesamiento en el servicio de
protedmica.

5.3.6. Tincion de geles con coomassie blue coloidal.

Para la visualizacion y posterior analisis de las proteinas, se empleo la técnica
de tincion con Coomassie Blue Coloidal (Figura 37, panel a), siguiendo el protocolo
estandarizado por el Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos por Espectrometria de
Masa (CEQUIBIEM). Con el fin de evitar la contaminacion con queratinas exdgenas,
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todo el procedimiento se realiz6 utilizando guantes, recipientes rigurosamente limpios

y reactivos de alta pureza analitica.

5.3.6.1. Preparacion de soluciones

Se prepararon volumenes de 250 ml para cada una de las siguientes
soluciones:

Solucién Fijadora: Compuesta por etanol (EtOH) al 30% (v/v) y acido
fosférico al 2% (v/v) (preparado a partir de un stock al 85%).

Solucién de Tincion: Constituida por metanol (MeOH) al 18% (v/v), sulfato de

amonio al 17% (w/v) y acido fosférico al 2% (v/v).

5.3.6.2. Protocolo de tincion

Fijacion: Tras la electroforesis, los geles se incubaron en la solucion fijadora
durante un periodo minimo de 3 horas u overnight para asegurar la inmovilizacion de
las proteinas en la matriz del gel.

Lavado: Se realizaron tres lavados sucesivos de 30 minutos cada uno con
agua destilada para eliminar el exceso de fijador.

Pre-tincion y tincion coloidal: Los geles se transfirieron a la solucion de
tincion y se mantuvieron en agitacion constante durante una hora. Posteriormente, se
adicioné Coomassie Blue G-250 en polvo (0,5 g/L) para generar una suspension
coloidal. La mezcla se mantuvo bajo agitacion suave durante un periodo de 1 a 2 dias
en recipientes herméticamente cerrados para prevenir la evaporacion y la entrada de
contaminantes.

Finalizacion: Una vez alcanzado el nivel de tincién deseado, el gel se lavo
exhaustivamente y se conservo en agua destilada. El corte de las bandas de interés
(1cm x 1cm) para el analisis protedmico se realizé inmediatamente después del
lavado, se colocé cada corte de cada muestra en eppendorf individuales y se conservo
a 4°C hasta el procesado y posterior cuantificacion de las proteinas (Figura 37, panel
b).

5.3.6.3.  Analisis Proteémico por NanoHPLC-MS/MS

El analisis protedmico global de las muestras de ovario se llevo a cabo en el
Centro de Estudios Quimicos y Bioldgicos por Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM,
http://cequibiem.gb.fcen.uba.ar/). Este proceso incluyo el tratamiento de las muestras,
la separacion por cromatografia liquida de alta resolucion y la identificacion mediante

espectrometria de masas de alta resolucion.
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5.3.6.4. Tratamiento de las muestras y digestion triptica

Las proteinas extraidas fueron sometidas a un proceso de reduccién con DTT
20 mM durante 45 minutos a 56 °C, seguido de una alquilacion con iodoacetamida 50
mM durante 45 minutos en condiciones de oscuridad. Posteriormente, se realizé la
digestion proteolitica utilizando tripsina (grado secuenciacién) durante 12-16 horas,
con el fin de hidrolizar los enlaces peptidicos en los residuos de Arg y Lys en el
extremo C-terminal.

Los péptidos resultantes fueron extraidos con acetonitrilo, liofilizados en un
equipo Speed Vac y resuspendidos en 30 | de acido trifluoroacético (TFA) al 0,1%.
Finalmente, se realizé un desalado de la mezcla peptidica utilizando resinas de fase

reversa C18 (Merck) previo a su inyeccion en el sistema cromatografico.

5.3.6.5. Configuracion del sistema LC-MS/MS (Orbitrap)

Para la separacion y analisis de los péptidos, se utilizé un cromatégrafo EASY-
nLC 1000 (Thermo Scientific) acoplado a un espectrometro de masas Q-Exactive
(Thermo Scientific) equipado con un analizador Orbitrap y una celda de colision HCD
(High Collision Dissociation).

La separacion cromatografica se realizd en una columna de fase reversa
EASY-Spray Accucore (C18,2m, 100 A, 75 m x 250 mm) a una temperatura constante
de 35 °C. Se empled un gradiente lineal de 120 minutos con un flujo de 200 nl/min,
utilizando como fase movil A agua con &cido férmico al 0,1% y como fase moévil B
acetonitrilo con acido férmico al 0,1%. El gradiente de elucion se incrementoé del 5%
al 35% de fase B durante los primeros 100 minutos del analisis.

La ionizacion se llevé a cabo mediante una fuente de electrospray (EASY-
SPRAY) con un voltaje de spray ajustado entre 1,5y 3,5 kV en modo de polaridad
positiva. El espectrometro operd en un modo dependiente de datos (DDA), realizando
un escaneo de Full MS con una resolucion de 70.000 (rango 400—-2000; AGC target )
seguido de la fragmentacién de los 12 iones precursores mas intensos (MSMS) con
una resolucién de 17.500 (AGC target). Se aplicod exclusién dinamica para optimizar

la identificacion de péptidos de baja abundancia.

5.3.7. Procesamiento de datos y analisis bioinformatico integrativo

El procesamiento de los datos crudos se realizd mediante el software
Proteome Discoverer (v2.2, Thermo Scientific). Las busquedas se efectuaron contra
la base de datos de referencia de Mus musculus (UniProt UP000000589) utilizando la

enzima tripsina (con hasta 2 sitios de corte fallidos). Se establecieron tolerancias de
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masa de 10 ppm para el precursor y 0,05 Da para los fragmentos, considerando la
carbamidometilacion de cisteinas como modificacion estatica y la oxidacién de
metioninas como dinamica. Para la cuantificacion y consolidaciéon de los resultados,
se utilizd la funcion Feature Mapper y un analisis de Multiconsensus (MC/LFQ),
aplicando un filtro de tasa de falso descubrimiento de 0,01 (Percolator). Solo se
consideraron proteinas identificadas con un nivel de confianza "High" y un minimo de
dos péptidos distintivos por proteina.

El analisis estadistico posterior fue realizado a través del software Perseus
(v1.6.6.0, Max Planck Institute of Biochemistry), donde se aplicaron filtros de calidad,
transformaciones logaritmicas de los datos de abundancia y pruebas estadisticas de
T-test de Student para generar comparaciones entre las progenies F1.P1 y F1.P2
respecto al grupo control. Estos resultados se visualizaron mediante graficos de
Volcano Plot, estableciendo umbrales de significancia para identificar las proteinas
con expresion diferencial (subreguladas y sobrerreguladas).

A partir de los resultados y listados proporcionados por el servicio, realizamos
un analisis de integracion funcional. En primer lugar, los identificadores de las
proteinas seleccionadas fueron consultados en la plataforma UniProt
(https://www.uniprot.org/) para obtener una anotacion funcional detallada, permitiendo
su categorizacion segun procesos bioldgicos (Gene Ontology), funciones moleculares
y vias metabolicas especificas. Finalmente, se utilizé el software Cytoscape para la
construccién y visualizacién de mapas de interaccién proteina-proteina. Este analisis
integrativo facilito la identificacion de los clusteres funcionales y los nodos criticos que
explican las alteraciones moleculares observadas en los ovarios de las crias

expuestas prenatalmente a BP3.
5.4. Resultados

5.4.1. Analisis proteémico de ovarios F1.P1: alteraciones en la
integridad epitelial y activacion de vias de senalizacion

compensatorias

El analisis cuantitativo reveld6 un cambio significativo en la abundancia de
proteinas, visualizado en el volcano plot, donde se distinguen claramente poblaciones
subreguladas (naranja) y sobrerreguladas (azul) (Figura 38, panel b) en los ovarios

de las crias expuestas a BP3.
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Andlisis proteémico en ovarios de crias expuestas a BP3
prenatalmente en una primera gestacion (FI1.PI)
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Figura 38: Caracterizacién del proteoma ovarico en crias con exposicion prenatal a BP3 durante la
primera gestacion (F1.P1). a) Representacion del disefio experimental: las madres fueron expuestas a
BP3 desde el dia de gestacion 0 (dg0) al 9 (dg9), y se recolectaron los ovarios de las crias hembras al
dia postnatal 27 (dpn27) para su analisis protedmico. b) Grafico de volcan (Volcano plot) que muestra el
perfil de expresion diferencial; los puntos naranjas representan proteinas con subregulacion significativa,
mientras que los puntos azules indican proteinas sobrerreguladas (Student’s T-test, p-value < 0.05). c)
Redes de interaccion funcional de las proteinas subreguladas obtenidas mediante Cytoscape. Se
identifican clusteres criticos asociados a la regulacién de la citoarquitectura, la organizacion de filamentos
intermedios, la integridad de la barrera epitelial y la homeostasis de la adhesion celular (desmosomas).
d) Analisis funcional del grupo de proteinas sobrerreguladas, destacando la prevalencia de dominios
estructurales de tipo Armadillo (Armadillo-type fold) vinculados a procesos de sefializacion celular y
respuestas adaptativas de remodelacion tisular frente al dafio estructural.

El analisis de redes de interaccion (Cytoscape) de las proteinas subreguladas
(Tabla 9) revel6 alteraciones en la maquinaria de soporte estructural del ovario
(Figura 38, panel c). Los clusters principales se asociaron con la "Organizacion de
filamentos intermedios" y la "Integridad de la barrera epitelial". Esto se confirma con
la disminucién significativa de multiples isoformas de queratinas, incluyendo Krt1
(P04104), Krt76 (Q3UV17) y Krt78 (E9QOFO), las cuales son fundamentales para la
estabilidad mecanica de los epitelios.

Se observd, ademas, una afectacion en la "Homeostasis de la adhesion celular
y desmosomas" (Figura 38, panel c). ldentificamos una reduccién en la
Desmoplaquina (Dsp, E9Q557), una proteina clave para el anclaje de los filamentos
intermedios a la membrana plasmatica en los desmosomas. La pérdida conjunta de
Dsp y queratinas sugiere un desmantelamiento de las uniones intercelulares, vitales

para mantener la cohesién entre las células de la granulosa y la estructura del foliculo
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en crecimiento. Ademas, se observé una disminucion en Top2a (Q01320), una
topoisomerasa esencial para la segregacion cromosomica, lo que podria vincular la

falla estructural con defectos en la division celular.

Tabla 9: Perfil proteémico diferencial en crias expuestas (F1.P1) a BP3. La tabla enumera las proteinas
que mostraron variaciones en su abundancia relativa en comparacion con el grupo control. Se clasifican
en proteinas subreguladas y sobrerreguladas, detallando su cédigo de acceso (UniProt) y el nombre del
gen correspondiente.

Capitulo 3

Andlisis proteémico crias expuestas a BP3 F1.P1

Proteinas subreguladas Proteinas sobrerreguladas
Cddigo de acceso | Nombre | Codigo de acceso | Nombre
(UniProt) del gen (UniProt) del gen
E9QOFO0 Krt78 P02088 Hbb-b1
P04104 Krt1 P62849 Rps24
Q3UvVv17 Krt76 Q8VCT3 Rnpep
F6T4M4 Srrm1 Q8BWMO Ptges2

Q62419 Sh3gl1 P21279 Gnaq
Q6IFX2 Krt42 Q61216 Mre11
Q01320 Top2a Q3UMU9 Hdgfl2

E9Q557 Dsp Q08093 Cnn2
AOAOR4JOH7 | Ncapd?2

P43135 Nr2f2

Q3URQO Tex10

B1AZI6 Thoc2

035465 Fkbp8

Q80WQ2 Vac14

Q8K2V6 Ipo11
Q8JZK9 Hmgcs1

Q19LI2 A1bg

En contraste, el mapa de las proteinas sobrerreguladas (Tabla 9) mostré un
enriquecimiento funcional vinculado a "Respuestas adaptativas de sefalizacion”,
destacando dominios estructurales de sefializacion (Armadillo-type fold) (Figura 38,
panel d).

Identificamos un aumento significativo en Mre11 (Q61216), una proteina
central en la reparacion de roturas de doble cadena de ADN y la recombinacion
homodloga, lo que sugiere que el tejido esta respondiendo activamente a un dafio
genomico persistente. Ademas, se observd una reprogramacion metabdlica
evidenciada por el aumento de Hmgcs1 (Q8JZK9), enzima limitante en la biosintesis

de colesterol, y de Ptges2 (Q8BWMO), implicada en la sintesis de prostaglandinas.
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Asimismo, la elevacion del factor de transcripcion Nr2f2 (COUP-TFII, P43135)
refuerza la hipotesis de que el ovario esta activando vias de sefializacion
compensatorias para sostener el desarrollo frente al dano estructural descrito en el

panel Figura 38, panel c.

5.4.2. Analisis proteémico de ovarios F1.P2: Estrés metabdlico y

reprogramacion epigenética ante la exposicion prenatal a BP3

El anadlisis del proteoma ovarico en crias F1.P2 (expuestas como gametos y
como embriones) (Figura 39, panel a) reveld una alteracion profunda en la
bioenergética celular y la maquinaria de mantenimiento de la cromatina (Figura 39,
panel d y c) en los ovarios de las crias expuestas a BP3.

El analisis de redes de las proteinas subreguladas (Tabla 10) en el grupo
F1.P2 mostré una afectacion central no solo en el metabolismo energético, sino
también en el mantenimiento de la calidad proteica (Figura 39, panel ¢). Por un lado,
se confirmoé el compromiso de la "Funcion mitocondrial" y el "Metabolismo lipidico"
mediante la caida de enzimas de la B-oxidacién de acidos grasos y la cadena de
transporte de electrones, como Etfa (Q99LC5), Acads (Q07417) y componentes del
complejo Il mitocondrial (Uqcrc2, Q9DB77). Especificamente, se observd una
disminucion de Soat1 (Sterol O-acyltransferase 1, Q61263), la enzima responsable de
esterificar el colesterol para su almacenamiento en gotas lipidicas, y de Anxa1
(Anexina A1, P10107), un mediador antiinflamatorio y regulador de la sefializacion
celular.

Ademas, el analisis reveld una supresion significativa del cluster "Degradacion
proteica y maquinaria de plegamiento" evidenciado por la disminucion de multiples
subunidades reguladoras del proteasoma 26S, incluyendo Psmd5 (Q8BJY1), Psmd8
(Q9CX56) y Psmd13 (Q9WVJ2), asi como del activador del proteasoma Psme3
(P61290). Esta falla en la maquinaria de degradacion ocurre concomitantemente con
la baja en el complejo de chaperoninas CCT (Cct2, Cct7), esenciales para el

plegamiento del citoesqueleto y proteinas citosdlicas.
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Figura 39: Caracterizacion del proteoma ovarico en crias con exposicion prenatal a BP3 durante una
segunda gestacion (F1.P2). a) Esquema del disefio experimental: exposicién prenatal a BP3 (dg0 a dg9)
y obtencién de muestras de ovario al dia postnatal 21 (dpn21) en crias nacidas de una segunda prefiez.
b) Grafico de volcan (Volcano plot) que ilustra el perfil protedmico diferencial; los puntos naranjas indican
proteinas subreguladas y los puntos azules proteinas sobrerreguladas (Student’s T-test, p-value < 0.05).
c) Redes de interaccion de las proteinas subreguladas, donde se observa una afectacion multiorganelar
que incluye clusteres de degradacion proteica y maquinaria de plegamiento, metabolismo de RNA,
metabolismo lipidico y funcidon mitocondrial. Se destaca ademas un nodo critico relacionado con la
integridad de membrana y la arquitectura celular. d) Analisis funcional de las proteinas sobrerreguladas,
evidenciando una respuesta focalizada en la biogénesis ribosomal y la capacidad traduccional, la
homeostasis metabdlica y procesos biosintéticos, asi como mecanismos de modificacion post-
traduccional y sefalizacion.

En contraste, las proteinas sobrerreguladas (Tabla 10) indicaron una
respuesta agresiva de supervivencia metabdlica y epigenética. El hallazgo mas
destacado fue la sobrerregulacion de Prkaal (AMPK alfa-1, Q5EGA47), el sensor

maestro de energia celular que se activa ante bajos niveles de ATP.
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Tabla 10: Perfil proteémico diferencial en crias expuestas (F1.P2) a BP3. La tabla enumera las proteinas
que mostraron variaciones en su abundancia relativa en comparacion con el grupo control. Se clasifican
en proteinas subreguladas y sobrerreguladas, detallando su cédigo de acceso (UniProt) y el nombre del
gen correspondiente.

Andlisis proteémico crias expuestas a BP3 F1.P2
Proteinas subreguladas Proteinas sobrerreguladas
Cédi?Sn?srgf)ceso Nombre del gen Cédi?ljanciigri;ceso Nombre del gen

Q03265 Atp5fila P43274 H1-4
P01942 Hba AOAOABYX26 Rpl31
P80314 Cct2 Q6Z2WV7 Rpl35
P45376 Akr1b1 Q8BG13 Rbm3
F8WIV2 Serpinb6a Q8R349 Cdc16
P80313 Cct7 Q9D7S7 Rpl2211
Q9D154 Serpinb1a P54227 Stmn1
Q99LC5 Etfa AOA087WPMO Selenoh
Q9DB77 Uqgcre2 E9QAS5 Chd4
Q07417 Acads Q3URD3 Simap
Q8BJY1 Psmd5 Q5EG47 Prkaa1
P10107 Anxa1 AO0A494BB95 Eif1a
Q9CQ62 Decr1 Q9CR86 Carhsp1
Q91VvB8 Hba-a1 AOAOR4J170 Smarca4
Q9WVJ2 Psmd13 A6H644 Ppp1r12b
Q61183 Papola
Q9CX56 Psmd8
Q8CFI17 Polr2b
Q62465 Vat1
P61290 Psme3
P48774 Gstm5
Q99L13 Hibadh
P42125 Eci1

AOA0G2JEC4 Sh3glb1
Q61263 Soat1
P13439 Umps
089112 Lancl1
B1AT82 Prpsap1
Q8BH69 Sephs1
Q9Z2N8 Actl6a
Q6ZPR5 Smpd4
008917 Flot1
Q08857 Cd36
Q8CGA0 Ppm1f
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Concurrentemente, se observd un enriquecimiento masivo en maquinaria de
"Modificacion Post-traduccional y Cromatina", esto incluye el aumento de Smarca4
(Brg1, AOAOR4J170) y Chd4 (E9QAS5), ambos motores de complejos de
remodelacién de cromatina dependientes de ATP (SWI/SNF y NuRD), asi como la
histona linker H1-4 (P43274). Asimismo, se detectdé un aumento en la capacidad de
sintesis de proteinas (Biogénesis ribosomal) evidenciado por multiples proteinas
ribosomales (Rpl31, Rpl35).

En los anexos se puede acceder a la informacion completa sobre el proceso
biolégico en el que estan implicadas las proteinas subreguladas y sobrerreguladas de
las crias F1.P1 (Anexo I: Analisis protedmico en ovarios de crias expuestas a BP3
prenatalmente (primera gestacion) y F1.P2 (Anexo II: Analisis protedmico en ovarios

de crias expuestas a BP3 prenatalmente (segunda gestacion)

5.5.Discusion

El presente estudio evalud el impacto de la exposicion prenatal a BP3 en el
proteoma ovarico al momento del destete (dpn21). Al comparar los efectos de una
exposicion simple (F1.P1) versus una exposicién acumulativa multigestacional
(F1.P2), podemos concluir que el impacto de BP3 sobre el estado protedémico de los
ovarios de las progenies antes de la estimulacién con gonadotrofinas es notablemente
diferente entre F1.P1 y F1.P2: mientras que el primer impacto compromete la
magquinaria de division y estructura celular, la exposicion acumulativa induce un
marcado declive en la bioenergética y el control de calidad proteica.

En el grupo de exposicion simple (F1.P1), la toxicidad se centr6 en la integridad
fisica y replicativa del tejido. El hallazgo distintivo fue la subregulacién de la
Topoisomerasa Il alfa (Top2a) y de la Desmoplaquina (Dsp). La Top2a es una enzima
esencial para desenredar las moléculas de ADN y separar las cromatidas hermanas
durante la mitosis (Alberts etal., 2015); su disminucion podria representar un
obstaculo directo para la proliferacion de las células de la granulosa en desarrollo.
Simultaneamente, la baja de Dsp compromete los desmosomas, que otorgan
resistencia mecanica al epitelio, sugiriendo que estos foliculos podrian ser
estructuralmente fragiles.

El analisis protedmico revela alteraciones marcadas en la arquitectura
estructural del ovario F1.P1, caracterizadas por una disminucion significativa de Dsp
y queratinas (Krt1, 76, 78, 42). Estos componentes del citoesqueleto son criticos para
la fisiologia ovarica: el epitelio superficial y la corteza deben soportar cambios

morfolégicos drasticos y el trauma fisico repetido de la ruptura folicular durante la
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ovulacién, son procesos que requieren una solida integridad de los desmosomas y
filamentos intermedios para la posterior reparacion tisular (Auersperg et al., 2001). Si
bien la tasa ovulatoria se mantiene normal en esta etapa (posiblemente debido a una
compensacion funcional evidenciada por la sobreexpresion de reguladores de actina
como Calponina-2), el perfil protedmico sugiere una fragilidad estructural subyacente
compatible con estudios previos. Piprek et al., (2022) demostraron que la delecion
funcional de Dsp en células somaticas gonadales compromete severamente la
supervivencia de las células germinales e impide la formacion adecuada de foliculos,
resultando en gonadas hipoplasicas. De manera similar, Fuchs & Cleveland, (1998)
establecieron que las redes de queratina defectuosas no necesariamente fallan en
reposo, sino que predisponen a las células a la citdlisis mecanica bajo estrés fisico.

En conjunto, estos antecedentes sugieren que la disminucion de estas
proteinas estructurales en la F1.P1 no es inocua, sino que constituye un estado de
"vulnerabilidad". La persistencia de un microambiente biomecanicamente
comprometido representa un factor de riesgo para el agotamiento prematuro de la
reserva ovarica o la falla ante desafios reproductivos futuros.

Sin embargo, el ovario F1.P1 parece montar una respuesta defensiva a través
de la sobrerregulacion de Mre11, que indica una activacion de la reparacion de roturas
de doble cadena del ADN, y el aumento de Hmgcs1 sugiere un esfuerzo biosintético
para mantener la produccion de colesterol de novo, un sustrato critico para la
esteroidogénesis ovarica (Leung & Adashi, 2019).

A diferencia del grupo anterior, en el grupo F1.P2 el dafio evoluciond hacia un
compromiso metabdlico severo. Aqui no observamos fallas en Top2a, sino una caida
critica en la maquinaria mitocondrial (enzimas de la p-oxidacion y cadena de
transporte de electrones como Etfa y Uqcrc2) y una fuerte activacion del sensor de
estrés energético AMPK (Prkaa1). La activacion de AMPK ocurre cuando los niveles
de ATP son bajos y actia como un "freno" metabdlico, inhibiendo procesos costosos
como la biosintesis para conservar energia.

El analisis protedbmico revela alteraciones marcadas en vias metabdlicas del
ovario F1.P2, especialmente relacionadas con la energia celular. Las reducciones en
proteinas de la B-oxidacion de acidos grasos y de la cadena respiratoria mitocondrial,
sefialan un estrés energético severo. Estos procesos son criticos en el foliculo: la B-
oxidacion mitocondrial degrada acidos grasos para generar acetil-CoA (Dunning et al.,
2014)(Figura 40). En el desarrollo folicular, las células de granulosa y teca consumen
gran cantidad de ATP en proliferacion, produccion de esteroides y preparacion para

la ovulacion (Dunning et al., 2010). El hallazgo de proteinas disminuidas en la (-
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oxidacién concuerda con estudios previos. Valsangkar & Downs, (2013) mostraron
que durante la maduracion inducida, la B-oxidacion aumenta significativamente en
ovocitos estimulados con FSH+EGF (Dunning et al., 2010). En contraste, el bloqueo
de la B-oxidacion con etomoxir durante la maduracién ovocitaria impidié el desarrollo
posterior de blastocistos (Dunning et al., 2010) Similarmente, Valsangkar & Downs
(2013) demostraron que la reanudacion meidtica inducida por FSH o hCG en ovocitos
de ratén se acompafaba de un aumento de la FAO (B-oxidacion) en el complejo
cumulo-ovocito. De hecho, inhibidores de la B-oxidacion (ej. etomoxir, malonil-CoA)
bloquearon completamente la ovulacién inducida por FSH en sus ensayos. Estas
evidencias experimentales sefalan la importancia de los hallazgos del analisis
protedmico: un déficit en B-oxidacion mitocondrial en F1.P2 comprometeria la

produccion de ATP necesaria para que el foliculo responda al pico gonadotropico.
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Figura 40: Esquema de los mecanismos propuestos de movilizacién y catabolismo de acidos grasos
libres en el complejo cumulo-ovocito. (1) Los acidos grasos libres (FFAs) en el liquido folicular se
encuentran unidos a la albumina e ingresan a las células a través de transportadores de acidos grasos o
por difusién directa a través de la bicapa lipidica, aunque los mecanismos exactos no se conocen por
completo. (2) La movilizacion de triacilgliceroles desde las lipoproteinas en el liquido folicular puede
ocurrir mediante la accién de la lipoproteina lipasa extracelular, la cual libera FFAs que quedan
disponibles para la captacion celular. (3) Los triacilgliceroles intracelulares se almacenan en células del
cumulo y ovocitos dentro de gotas lipidicas rodeadas por proteinas de revestimiento, incluyendo la
Perilipina 2 (Plin2) en los ovocitos; tras su activacion, las proteinas de estas gotas facilitan la hidrélisis
mediada por lipasas y la liberaciéon de FFAs. (4) Finalmente, los FFAs intracelulares generados mediante
transporte o lipdlisis quedan disponibles para el metabolismo a través de la B-oxidacion en las
mitocondrias. Modificado de Duning et al., 2014.

Otra observacion en los ovarios de F1.P2 fue la falla en la proteostasis
(homeostasis de proteinas). Identificamos una disminucion simultdnea del complejo
de chaperoninas CCT (necesarias para plegar proteinas nuevas) y de subunidades

del proteasoma (Psmd5, Psmd8, Psmd13) encargadas de degradar proteinas
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danadas. la incapacidad de plegar proteinas o eliminar las defectuosas conduce a la
acumulacién de agregados toxicos, un sello distintivo de envejecimiento celular
acelerado y estrés cronico que no se observé en la primera generacion (Alberts et al.,
2015).

5.6.Conclusiones

Estos cambios a nivel protedmico se correlacionan con las distintas respuestas
de los animales al estimulo con gonadotrofinas. Las hembras del grupo F1.P1
mantuvieron una tasa de ovulacion normal tras la estimulacion hormonal, lo que
sugiere que los mecanismos de reparacion (Mre11) y compensacion biosintética
(Hmgcs1) fueron suficientes para preservar la funcionalidad folicular frente a una
primera exposicion a BP3. Por el contrario, la disminucion en el numero de ovocitos
ovulados en el grupo F1.P2 es consistente con el perfil de "agotamiento metabdlico".
La ovulacidon es un proceso de alta demanda energética. Segun Leung & Adashi
(2019), la activacion de AMPK inhibe la sintesis de esteroides y el crecimiento celular
en el ovario. Sumado a la falta de mitocondrias funcionales y la baja de Soat1 (que
impide almacenar reservas de colesterol), el ovario en F1.P2 careceria de la "reserva
funcional" necesaria para responder exitosamente a la superovulacion.

Nuestros resultados en ovulacion en el modelo de exposicién a BP3 en dos
gestaciones, no sugieren una falla primaria del evento ovulatorio en foliculos
plenamente maduros, sino un déficit en la progresion hacia un estado de crecimiento
y diferenciacion compatible con la competencia ovulatoria, un proceso fuertemente
dependiente de la sefializacién por FSH. Esto se evidencia en que los foliculos que
no ovularon fueron consistentemente los que no alcanzaron tamafios comparables a
los foliculos ovulatorios, y que la exposicidon incrementoé la proporciéon de foliculos
‘rezagados’ dentro de la poblacion. En este contexto, la alteracion de vias metabolicas
mitocondriales (incluida la B-oxidacion de acidos grasos) puede interpretarse como un
factor limitante para sostener el programa transcripcional inducido por FSH
(proliferacion y diferenciacion de células de la granulosa/teca, expansion antral y
esteroidogénesis), favoreciendo que una fraccion mayor de foliculos no alcance el
umbral requerido para ovular. Esta interpretacion es consistente con los trabajos que
vinculan la senalizacion de FSH con un incremento de la oxidacion de acidos grasos
(Dunning et al., 2010; Valsangkar & Downs, 2013).

Desde el marco DOHaD, se ha propuesto que exposiciones tempranas pueden
inducir adaptaciones metabdlicas y endocrinas que permanecen latentes y se

manifiestan solo ante demandas fisiolégicas posteriores, como desafios hormonales
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o energéticos (Bar et al., 2021; Hales & Barker, 2001; Miller et al., 2011; Miller & Chen,
2013)
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6. Capitulo 4: Cultivos in vitro 3D de foliculos revelan que
benzofenona-3, bisfenol-A y su combinacién inhiben la
ovulacion de forma directa a dosis ambientalmente
relevantes

6.1.Introduccion

En trabajos previos hemos demostrado que la exposicion perinatal o cronica a
dosis de BPA ambientalmente relevantes altera la ovulacion natural y la respuesta a
gonadotrofinas en roedores, afectando el pool de foliculos que expresan receptores
de Ps (Santamaria etal.,, 2016; Santamaria etal., 2017). Mas recientemente,
mostramos que tanto BPA como BP3, de forma individual o combinada, inhiben la
ovulacion en un modelo de multiexposicion y multiparidad (Galliani et al., 2025). En
seres humanos, la evidencia epidemiolégica ha vinculado la exposicién a BPA y BP3
con disfunciones reproductivas significativas en mujeres, incluyendo infertilidad, una
disminucion en el recuento de FA (Land et al., 2022; Pivonello et al., 2020) y malos
resultados en tratamientos de fertilidad asistida, tales como una menor cantidad de
ovocitos recuperados y menores tasas de implantacion (Ehrlich et al., 2012; Mok-Lin
et al., 2010; Pivonello et al., 2020). Particularmente en el caso de BP3, hay hallazgos
recientes que indican una correlacion negativa entre sus concentraciones urinarias y
el recuento de FA, particularmente en mujeres jovenes (Silva et al, 2024). Asimismo,
se ha propuesto que la exposicidon a mezclas de DEs podria comprometer la calidad
embrionaria y aumentar el riesgo de partos prematuros (Aker et al., 2019; Aung et al.,
2019; Parra-Forero et al., 2026).

De particular interés para estudiar el impacto en la fisiologia ovarica, es tener
en cuenta las concentraciones de DEs en FF, el microambiente que rodea al ovocito.
En este sentido, varios trabajos han informado los niveles de BPA y BP3 presentes
en FF en mujeres de distintas partes del mundo. En el caso de BPA, se han reportado
concentraciones en el rango de 0.3-68 ng/mL, con concentraciones pico de 0.15
pg/mL (Poormoosavi et al., 2019). En el caso de P3, hay menos trabajos que informen
la presencia en FF, estando en alrededor de 0,00042 pg/mL (Hoffmann-Dishon et al.,
2024).

Teniendo en cuenta estos antecedentes que muestran la presencia de BPA 'y
BP3 en FF y los trabajos previos sobre su impacto en ovulacion, resulta de interés
saber si BP3, BPA, o ambos, tienen la capacidad de afectar el desarrollo folicular y
ovulacién de manera directa. En este sentido, una herramienta poderosa para

desentrafiar los efectos y los mecanismos subyacentes de compuestos quimicos
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sobre etapas especificas de la foliculogénesis y la ovulacion es el uso de modelos in
vitro de cultivo de foliculos. Si bien hay trabajos publicados donde distintos grupos han
aplicado este enfoque, los resultados obtenidos a partir de modelos in vitro no siempre
han sido paralelos a los hallazgos in vivo. Por ejemplo, se ha demostrado que el BPA
disminuye el crecimiento folicular e inhibe la ovulacion in vitro Unicamente a
concentraciones relativamente altas (superiores a 100 uM) y no fisioldgicas, lo que
limita su relevancia para escenarios de exposicion humana (Lenie et al., 2008; Zhang
et al., 2019). Hasta donde sabemos, en el caso de BP3, no se ha estudiado su efecto
sobre la ovulacion in vitro.

En el caso de BPA, si bien es posible que en bajas concentraciones sea inocuo
para el desarrollo folicular, hay algunos aspectos metodoldgicos a considerar, uno de
los cuales es el estadio de desarrollo de los foliculos al inicio del cultivo. La mayoria
de los estudios que evaluaron su efecto sobre el desarrollo folicular in vitro utilizaron
foliculos preantrales pequefios (100-120 um), los cuales podrian carecer de la
competencia fisiolégica de estadios mas avanzados (Peretz et al., 2011; Zhang et al.,
2019). Ademas del estadio folicular, el formato de cultivo desempefia un rol crucial;
mientras que el cultivo 2D es ampliamente utilizado, los sistemas 3D encapsulados en
alginato preservan mejor la arquitectura folicular, la interaccion teca-granulosa y la
comunicacion mediada por uniones gap, ofreciendo una mayor fidelidad biolégica para
el estudio de la maduracion y la ovulacion (Desai et al., 2010).

Finalmente, dado que el receptor de estrogeno beta (RE) es esencial para la
diferenciacioén folicular normal y la respuesta a la FSH (Krege et al., 1998; Leung &
Adashi, 2019), resulta indispensable estudiar su participacion como mecanismo
molecular subyacente a las posibles acciones de BPA o BP3.

En base a lo descripto, el presente estudio tuvo como objetivo cubrir las
lagunas potenciales descritas en la literatura mediante la evaluacion integral de los
efectos BPA, BP3 y su combinacion sobre la dinamica de la ovulacion in vitro en
concentraciones que estén dentro del rango de las detectadas en el FF humano. En
primer lugar, se compararon los formatos de cultivo folicular 2D y 3D para determinar
qué modelo ofrece mayor sensibilidad y relevancia fisiolégica para detectar los efectos
disruptores de la ovulacién. En segundo lugar, para identificar los posibles
mecanismos de accidén subyacentes, se investigo si la disrupcion de la competencia
ovulatoria inducida por el BPA esta mediada por la via del receptor de estrégeno beta
(REB, junto con el perfil de produccién de hormonas esteroides (E, y Ei), y la
expresion de genes clave de la esteroidogénesis (Cyp11a1, Cyp17ai1, Cyp19al) y

receptores de gonadotrofinas (Fshr, Lhcgr). Por ultimo, tras identificar el sistema mas
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idéneo, se realizo el cultivo folicular 3D en ratdn con el fin de explorar diferencias de

sensibilidad interespecies.

6.2.Objetivos

Identificar efectos y mecanismos de accion directa de BP3, BPA y BP3+BPA
sobre desarrollo folicular y ovulacion en modelos in vitro 2D y 3D de cultivo de foliculos

aislados.
6.3. Materiales y métodos

6.3.1. Animales

Se obtuvieron 4 ratonas hembra C57BL/6 y ratas Wistar, de 6 semanas de
edad, del Centro de Medicina Comparada - ICIVET Litoral (UNL, CONICET, Santa Fe,
Argentina). A su llegada a nuestras instalaciones de investigacion, los animales se
alojaron durante dos semanas para permitir la aclimatacién y adaptacién al nuevo
entorno. Durante este periodo, tuvieron acceso a alimento y agua ad libitum y se
mantuvieron en jaulas de acero inoxidable en un entorno controlado con una
temperatura constante de 22 £ 2 °C y un ciclo de luz de 14 horas (de 06:00 a 20:00).
El bienestar animal se garantizé mediante evaluaciones diarias que incluyeron la
monitorizacidén de su apariencia, comportamiento y las condiciones de la jaula.

Después del periodo de aclimatacion, las hembras se aparearon con machos
de fertilidad comprobada para asegurar una reproduccion exitosa tanto en ratas como
en ratones. Para los experimentos murinos, empleamos un modelo de ratén hibrido
F1, denominado en adelante (C57BL/6 x BALB/c)F1, generado al aparear hembras
C57BL/6 con machos BALB/c, ambos obtenidos originalmente del Centro de Medicina
Comparada — ICIVET.

Este modelo hibrido se eligi6 por dos razones principales. Primero, el
apareamiento alogénico de hembras C57BL/6 con machos BALB/c imita las
condiciones de apareamiento naturales en mamiferos no endogamicos, incluidos los
humanos, lo que mejora la relevancia traslacional de los hallazgos, como
demostramos previamente (Meyer et al., 2019; Muller et al., 2018; Santamaria et al.,
2020). Segundo, segun lo informado por Carola et al. (2005), la descendencia hibrida
F1 resultante es genéticamente idéntica, lo que minimiza la variabilidad bioldgica entre
individuos (Carola etal., 2005). Esta uniformidad genética es particularmente
ventajosa para los ensayos in vitro, ya que garantiza que las diferencias observadas
en el desarrollo folicular y la ovulacion sean atribuibles de manera mas directa a los

tratamientos quimicos en lugar de a diferencias inherentes en el background genético.
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La descendencia se utilizé para el aislamiento de foliculos en el dia postnatal
21 (dia del destete). Todos los procedimientos experimentales se adhirieron a las
directrices ARRIVE (Percie du Sert et al., 2020) y cumplieron con la Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de
EE. UU. Ademas, los protocolos utilizados en este estudio fueron aprobados por el
Comité Asesor de Etica y Seguridad en la Investigacion de la Facultad de Bioquimica
y Ciencias Biologicas-UNL, Santa Fe, Argentina (numero de permiso CE: CE2018-61-
C).

6.3.2. Seleccion y preparacion de soluciones

Las dosis a las que se expusieron los foliculos cultivados se eligieron
basandonos en concentraciones informadas previamente en el FF humano. La dosis
de BPA (99% de pureza, Sigma-Aldrich) utilizada fue de 0,15 ug/mL (Poormoosavi
et al., 2019) y la dosis de BP3 (98% de pureza, Sigma-Aldrich) fue de 0,00042 pg/mL
(Hoffmann-Dishon et al., 2024) .Para los estudios mecanisticos, se incorpord el
antagonista selectivo del REP, PHTPP (4-[2-phenyl-5,7-bis(trifluoromethyl)
pyrazolo[1,5-a]pyrimidin-3-yl]phenol), en una concentracion de 0.65 pM. Las
soluciones madre se prepararon en DMSO, asegurando que la dilucién final en
contacto con los foliculos no superara el 0,01% (v/v) para evitar comprometer la
viabilidad celular.

Teniendo en cuenta los criterios de dosimetria para sistemas in vitro, las
concentraciones nominales no reflejan necesariamente la fraccion biolégicamente
disponible de un compuesto (Groothuis, Heringa, Nicol, Hermens, Bas. J. Blaauboer,
et al., 2015). Los enfoques de modelado de balance de masa que tienen en cuenta la
particion en fases que contienen proteinas y lipidos predicen que la concentracion
libremente disuelta de estos DEs en dichos medios es sustancialmente menor que la
concentracion nominal afiadida (Fischer et al. 2017). Por ello, para la seleccion de las
dosis consideramos que la extrapolacion directa de las concentraciones de fluidos in
vivo a las condiciones de exposicion in vitro requiere la consideracion de la
biodisponibilidad quimica. El medio de cultivo utilizado en este estudio contiene
albumina sérica bovina (BSA) y albumina rica en lipidos (AlbuMAX), que son
conocidas por unirse a compuestos hidrofébicos como el BPA y la BP3, reduciendo
asi la fraccion libremente disuelta disponible para la difusion en los tejidos (Ikhlas
et al., 2019; Teeguarden et al., 2005). Ademas, los foliculos fueron encapsulados en

una matriz de hidrogel de alginato, lo que introduce otra barrera de difusion para los
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compuestos lipofilicos que migran desde el medio rico en proteinas hacia el
compartimento folicular (Hoare & Kohane, 2008; Lee & Mooney, 2012).

Debido a que estos modelos de dosimetria no incorporan el secuestro
adicional asociado con las matrices de alginato 3D, consideramos que la
concentracion efectiva de BPA y de BP3 que llega al foliculo en nuestro sistema se
reduce aun mas. Por lo tanto, seleccionamos como concentraciones nominales los
rangos superiores informados en el fluido folicular humano, asumiendo que la
exposicion efectiva del foliculo se reduce considerablemente en todos los tratamientos

debido a estos factores de matriz.

6.3.3. Diseno experimental

6.3.3.1. Cultivo de foliculos en un modelo 2D

Las ratas hembras de 21 dias de edad fueron sacrificadas mediante
exposicion a una atmosfera saturada de CO, seguida de dislocacion cervical.
Inmediatamente, se extrajeron los ovarios y se transfirieron a un medio de
mantenimiento (MM, ver mas adelante). Bajo condiciones estériles y utilizando un
estereomicroscopio, los foliculos preantrales tardios (=220-250 ym de diametro)
fueron aislados mediante microdiseccion mecanica con dos agujas finas estériles. El
tejido ovarico fue fragmentado cuidadosamente y los foliculos fueron liberados de
manera individual evitando dafar la membrana basal y preservando la integridad de
las capas de células de la granulosa y de la teca. Sdélo se seleccionaron para cultivo
aquellos foliculos con morfologia esférica, ovocito central visible, multiples capas
compactas de células de la granulosa, membrana basal intacta y ausencia de signos
de atresia o tejido estromal adherido. Los foliculos seleccionados fueron transferidos
inmediatamente al medio de cultivo correspondiente para los experimentos en
sistemas 2D o 3D, previamente equilibrado a 37 °C. Una vez aislados, los foliculos se
colocaron en una placa de Petri que contenia MM mantenido sobre una placa térmica
a 37 °C (Figura 41).
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Metodologia cultivo in vitro de foliculos 2D

Foli i 2 S Foliculo aislado
% cul9s aislados bt Foliculos en pocillos individuales (microscopio Invertido)
de medio de mantenimiento (200ul medio de cracimiento + Pl

100ul de aceite mineral)

Figura 41: Esquema metodoldgico del cultivo in vitro de foliculos ovaricos en modelo bidimensional (2D).
a) Aislamiento y seleccion manual de foliculos preantrales tardios en gotas de medio de mantenimiento
(MM). b) Disposicién de los foliculos en cultivo individual en placa de 96 pocillos, conteniendo 200 uL de
medio de crecimiento y una capa superior de 100 yL de aceite mineral para evitar la evaporacion. c)
Microfotografia representativa de un foliculo aislado obtenida mediante microscopia invertida.

Posteriormente, bajo una campana de flujo laminar, se transfirié un foliculo por
pocillo a una placa de 96 pocillos que contenia 200 yuL de medio de cultivo con el
tratamiento correspondiente para cada grupo experimental (Figura 41, panel b).
Finalmente, se anadieron 100 pL de aceite mineral a cada pocillo para evitar la
evaporacion (Heidari et al., 2011). Las placas se incubaron durante 14 dias a 37 °C

en una atmosfera controlada con 5% de CO, (Thermo Fisher Scientific).

6.3.3.2. Cultivo de foliculos en un modelo 3D

Los foliculos se obtuvieron de la descendencia de 21 dias de edad de
(C57BL/6 x BALB/c)F1, ratones y ratas Wistar, los foliculos fueron disecados
manualmente bajo condiciones estériles, del mismo modo que para el cultivo 2D (ver
seccion 6.3.3.1).

Para el modelo 3D, los foliculos seleccionados fueron encapsulados en
alginato al 0,5% (Converse etal.,, 2023) (Figura 42). Todo el proceso de
encapsulacion se realizé bajo condiciones estériles. Cada foliculo se colocé en una
gota de 5 pL de solucion de alginato sobre una membrana (Figura 42, panel a), que
luego se transfirid cuidadosamente a una solucion salina que contenia 140 mM de
NaCl y 50 mM de CaCl, (Converse et al., 2023) (Figura 42, panel b). Los foliculos
permanecieron en esta solucion durante 5 minutos para permitir la gelificacion del
alginato.

Una vez encapsulados, los foliculos se transfirieron al medio de mantenimiento
(MM) colocado sobre una placa térmica a 37 °C (Figura 42, panel c¢). Finalmente, en

cabina de seguridad bioldgica grado 2, se colocé un foliculo encapsulado por pocillo
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en una placa de 96 pocillos, cada uno con 200 uL de medio de cultivo especifico para

el crecimiento folicular (GM) (Figura 42, panel d).

Encapsulacion de foliculos en matriz de alginato para cultivo tridimensional (3D)
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\ — Solucion salina = Folculo crecimiento
" 148 o Wy 56 o s NI medio do aislado e
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Foliculo aistado se coloco Gelificacion del alginato Foliculo encapsulado Foliculo encapsulado
en gota de alginato sobre un soporte con solucion salina en alginato 0.5% gelificado ovulando 14 dias post cultivo

{vinto en micraucepia imvertido)

en medio de mantenimiento

Figura 42: Metodologia de encapsulacion de foliculos en matriz de alginato para cultivo tridimensional
(3D). a) El foliculo aislado se coloca en una gota de 5 pL de alginato al 0,5% sobre un soporte de
membrana bajo condiciones estériles. b) Inmersion del soporte en una solucién salina (140 mM NaCl y
50 mM CaCl2) durante 5 minutos para inducir la gelificacion de la matriz de alginato. c) Recuperacién y
estabilizacion del foliculo encapsulado en medio de mantenimiento (MM) a 37 °C previo a su distribucion
en las placas de cultivo. d) Microfotografia representativa de un foliculo encapsulado ovulando tras 14
dias de incubacion en medio de crecimiento (GM), observada mediante microscopia invertida.

6.3.3.3. Concentraciones de gonadotrofinas en el cultivo (aplicable

a ambos modelos)

Desde el dia 1 hasta el dia 11 de cultivo, todos los foliculos fueron estimulados
con un medio de crecimiento con 0,1 IlU/mL de FSH y 0,01 IU/mL de hCG (Dinopoulou
et al., 2013; Sun et al., 2004; Zhang et al., 2019) (Figura 43). El dia 12 se aplic6 un
estimulo ovulatorio con 1,5 IU/mL de hCG (Converse et al., 2023; Dinopoulou et al.,
2013; Sun et al., 2004; Zhang et al., 2019)(Figura 43). Los ovocitos ovulados se
contaron los dias 13 y 14 (Figura 43). Se realizaron cambios de medio de 100 pL cada
48 horas para mantener condiciones éptimas.

Los grupos experimentales incluyeron: CONTROL (DMSO, vehiculo); b) BP3;
c) BPA;y d) BP3 + BPA.

El nimero de foliculos analizados en cada grupo se detalla en las leyendas de
las figuras dentro de la seccion de Resultados. Los foliculos que presentaron
ovulacion espontanea antes del estimulo con hCG, fueron excluidos de todos los

analisis cuantitativos.
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Figura 43: Cultivo de foliculos aislados en formatos 2D y 3D. a) Cultivo de foliculos de rata en un modelo
bidimensional (2D) utilizando una placa de 96 pocillos, con aceite mineral sobrepuesto al medio de cultivo.
El cultivo tuvo una duracion de 14 dias, con el crecimiento folicular estimulado con 0,1 IlU/mL de FSH y
0,01 IU/mL de hCG. El dia 12 se administré un estimulo ovulatorio de 1,5 IU/mL de hCG, y la ovulacién
se evalué los dias 13 y 14. b) Cultivo de foliculos de ratas Wistar y de ratones (C57BL/6 x BALB/c)F1 en
un modelo tridimensional (3D), donde los foliculos fueron encapsulados en alginato y cultivados en placas
de 96 pocillos durante 14 dias, bajo las mismas condiciones hormonales que el modelo 2D. La ovulacion
se evalué los dias 13 y 14 tras el estimulo con hCG en el dia 12.

6.3.4. Composicion de los Medios de Cultivo

6.3.4.1. Medio de mantenimiento (MM)

El MM consistio6 en DMEM/Ham’s F12 suplementado con AlbuMAX | (BSA rica
en lipidos; Gibco™, Thermo Fisher Scientific) y una mezcla de antibidticos de

penicilina-estreptomicina (Converse et al., 2023).

6.3.4.2. Medio de crecimiento (GM)

El GM se compuso de DMEM/Ham’'s F12 suplementado con insulina-
transferrina-selenio (ITS-X; Gibco™, Thermo Fisher Scientific), BSA (MilliporeSigma),
AlbuMAX | (BSA rica en lipidos; Gibco™, Thermo Fisher Scientific), acido ascorbico
(MilliporeSigma), 0.1 Ul/mL de FSH y 0.01 Ul/mL de hCG.

En el dia 12 de cultivo, se administré un pico de hCG de 1.5 Ul/mL para inducir

la ovulacion (Converse et al., 2023).

6.3.5. Medicion de diametros foliculares

Se capturaron imagenes utilizando un microscopio de contraste de fases
invertido (Olympus, aumento: 10X) equipado con una camara Nikon Coolpix L20. El
diametro mas largo (um) de cada foliculo se midié cada 48 horas durante todo el

periodo de cultivo utilizando el software Fiji (Figura 44). La calibracién para las
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mediciones en Fiji se realiz6 utilizando una camara de Neubauer como referencia de

escala.

Medicion de diametros foliculares

.......... Diametro folicular (eje mayor)

Figura 44: Medicién del crecimiento folicular. Captura de imagenes representativas mediante
microscopia de contraste de fases invertido (10X) y determinacién del diametro folicular mayor (um) con
una frecuencia de 48 h durante todo el periodo de cultivo. El procesamiento de las imagenes se realiz6
mediante el software Fiji, utilizando una camara de Neubauer como referencia de escala para la
calibracion de las mediciones.

6.3.6. Cuantificacion de estradiol y estrona mediante sistemas UHPLC

6.3.6.1. Sustancias quimicas y reactivos

Las soluciones estandar de reserva se prepararon mediante pesada de
precision y disolviendo una porcion de cada estandar hasta alcanzar concentraciones
de 1,00 mg/mL en MeOH. Estas soluciones se almacenaron a 4 °C en recipientes
resistentes a la luz y se dejaron alcanzar la temperatura ambiente antes de su uso.
Cuando fue necesario, se prepararon soluciones estandar de trabajo mediante
dilucion (1/10 o 1/100) de cada solucion de reserva en una mezcla de agua: ACN
(60:40). Tanto las soluciones como los solventes para la fase movil se filtraron siempre
a través de membranas de nylon de 0,45um. Asimismo, las soluciones de las muestras
se filtraron a través de filtros para jeringa de 0,22um antes de su inyeccion en el

sistema cromatografico.
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6.3.6.2. Analisis UHPLC-FLD para estradiol y estrona

Las determinaciones se realizaron utilizando por UHPLC en un sistema Agilent
1260 Infinity UHPLC (Waldbronn, Alemania) equipado con una bomba binaria,
membrana desgasificadora, inyector automatico, compartimento de columna
termostatizado y detector FLD. Para el control del instrumento, la adquisicion de datos
y el analisis de los mismos se empledé el paquete de software OpenLab CDS
Chemstation (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania).

La separaciéon cromatografica se llevé a cabo en una columna Zorbax Eclipse
XDB-C18 (3 um x 100 mm, tamafio de particula de 4,6 um) de Agilent (Waldbronn,
Alemania). La temperatura de la columna se fijé en 25 °C y el caudal en 0,7 mL/min
utilizando una proporcion de 60% ACN y 40% de agua. El volumen de inyeccion fue
de 10 pL, mientras que las longitudes de onda de excitacién y emision utilizadas para

fines de cuantificacion fueron de 225 nm y 315 nm, respectivamente.

6.3.7. Analisis de la expresion génica

6.3.7.1. Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Los foliculos se cultivaron durante 14 dias in vitro y se estimularon con FSH y
hCG para promover el crecimiento y la posterior ovulacion. Tras el periodo de cultivo,
los foliculos se recolectaron y homogeneizaron en grupos (pools) de entre 2 y 9
foliculos por muestra. EI ARN total se extrajo utilizando el reactivo Trizol (Life
Technologies, NY, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La
concentracion y pureza del ARN se evaluaron mediante mediciones de A260/A280
utilizando un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). Posteriormente,
para mantener la representatividad biolégica de cada grupo, el volumen total de ARN
extraido de cada muestra se transcribid inversamente a ADNc utilizando la
transcriptasa inversa M-MLYV (Invitrogen) y cebadores oligo(dT) (Invitrogen), siguiendo
protocolos publicados anteriormente. EI ADNc resultante se almacend a -20 °C hasta

Su uso posterior.

6.3.7.2. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

Se analizaron los niveles de expresion relativa de ARNm de citocromo
P450scc (Cyp11a1), 17a-hidroxilasa (Cyp17a1), P450aromatasa (Cyp19a1), receptor
de la hormona foliculo-estimulante (Fshr) y receptor de la hormona luteinizante
(Lhcgr). Los cebadores especificos se disefiaron utilizando la herramienta NCBI
Primer-BLAST (Tabla 11). Los ensayos de RT-qPCR se realizaron utilizando HOT
FIRE Pol EvaGreen qPCR Mix Plus en un sistema StepOne Real-Time PCR. Las
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condiciones de termociclado consistieron en una desnaturalizacion inicial a 95 °C por
15 min, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 15 s, hibridacién por 15
s a temperaturas especificas (59 °C, 58 °C 0 60 °C segun el gen) y una extension final
a 72 °C por 30 s. Se incluyeron controles sin molde (NTC) y se generaron curvas
estandar para determinar las eficiencias de amplificacion. Cada muestra se analizé en

tres corridas independientes por duplicado técnico.

Tabla 11: Cebadores (primers) y productos de PCR para experimentos de RT-PCR en tiempo real.

Tamafio i q
G Secuencia de primers del umero de
en (5-3") amplicon acceso a
Genbank
(pb)
F:AGCCTGTGACTGTCCATTCC
L19 153 NM_031103
R:TGGCAGTACCCTTCCTCTTC
F:AGGGAGAACGGCACACACAG
Cyp11 143 NM_017286.2
R:TCGCAGGAGAAGAGAGTCGC
F: GGTGATAAAGGGTTATGCCA
Cyp17 117 NM_012753
R:GCTTGAATCAGAATGTCCGT
: TTCTTGTGGAT
Cyp19 F: TGGCAGATTCTTGTGGATGG 118 AC_000076.1
R:CGAGGACTTGCTGATGATGAGT
Eshr F: TTGCTGGATTTGGAGACCTG 90 NM_199237.1
R: TGGGTAGGTTGGAGAACACA
Lhegr F: ACTATAACCACGCCATAGAC 71 NM_012978.1
R: GGCAAACACAGTAAAGAAGC

6.3.7.3. Normalizacion de datos y analisis estadistico

Para considerar las variaciones en el rendimiento del ARN y la biomasa, los
valores de Ct se ajustaron por unidad biolégica (por foliculo). El Ct ajustado (Cty) se
calculé mediante la formula: Cts = Ctmedido + 10g2(n), donde n representa el nimero de
foliculos por pool. La significancia estadistica se determiné mediante la prueba Pair-
Wise Fixed Reallocation Randomization Test en el software REST 2009. Debido a que
la normalizacion se realizé por unidad biolégica antes de ingresar los datos al
software, el gen de referencia se configurd con un valor constante para aplicar la
ecuacion de expresion relativa simplificada. Las diferencias se consideraron

significativas con un valor de p < 0.05.
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6.3.8. Estadistica

El analisis estadistico para la expresion génica se llevo a cabo utilizando el
software REST, tal como se detall6 en la seccidon 7.2.7.3. de este capitulo. Para todos
los demas parametros experimentales, los datos se procesaron de la siguiente
manera: los datos del diametro folicular se presentan como la promedio + SEM; los
datos de produccion hormonal, especificamente de E> y E1, se expresaron como Log»
Fold Change. Para considerar la variabilidad biolégica, cada réplica individual se
normalizé respecto al promedio del grupo control correspondiente, y posteriormente
se transformé mediante Log.. Esta transformacion proporcioné una representacion
simétrica de los cambios relativos, facilitando la comparacion directa entre los
patrones de incremento (up-regulated) y disminucién (down-regulated), al tiempo que
estabilizé la varianza para el analisis estadistico.

La normalidad de la distribucion de los datos se evalué mediante la prueba de
normalidad dmnibus de D'Agostino-Pearson (K2), y los supuestos para el analisis
paramétrico se verificaron confirmando la distribucién normal de los residuales del
modelo. Las diferencias entre los grupos experimentales se analizaron mediante un
andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias especificamente para los datos de
crecimiento folicular en cultivos 2D y 3D que en sus grupos incluian la mezcla de
compuestos, permitiendo evaluar su interaccion, para todos los demas parametros
experimentales, se empled un ANOVA de una via. Cuando se detectaron diferencias
significativas, se realizo la prueba post-hoc de la Diferencia Minima Significativa (LSD)
de Fisher no ajustada para comparaciones multiples. Ademas, las proporciones de
foliculos ovulados y no ovulados se analizaron mediante la prueba exacta de Fisher,
con los resultados expresados como porcentajes. Para todas las evaluaciones
estadisticas, la significancia se estableci6 en p < 0.05. Todos los andlisis y
representaciones graficas se realizaron utilizando el software GraphPad Prism version
5.0.

6.4. Resultados
6.4.1. Cultivo de foliculos 2D vs. cultivo de foliculos 3D

6.4.1.1. Tasa de ovulacion y dinamica de crecimiento folicular en

un modelo 2D de rata

En primera instancia, se evalu6 el impacto de BPA y BP3 sobre los foliculos
utilizando un sistema de cultivo bidimensional. La exposicion individual a BP3 o BPA

inhibio significativamente la tasa de ovulacién en los foliculos de rata en comparacion
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con el grupo control (Figura 45, panel a).Sin embargo, no observamos inhibicion
cuando ambos compuestos se combinaron. De esta manera, en un sistema 2D, BP3
y BPA alteraron el proceso ovulatorio de manera independiente, sin observarse una
interaccion (potenciacion de dicha inhibicion o un efecto aditivo) cuando se usan
combinados. Por el contrario, la ovulacion fue similar al control en BP3+BPA.

Para analizar la dinamica de crecimiento, los foliculos se categorizaron en dos
grupos: aquellos que pudieron ovular y aquellos que permanecieron sin ovular. Dentro
de cada categoria, no se detectaron diferencias significativas entre los grupos tratados
con BP3 o BPA y el grupo control (Figura 45, panel ¢ y d). Sin embargo, e
independientemente del grupo experimental, los foliculos que no ovularon exhibieron
un diametro y una tasa de crecimiento reducidos en comparacion con los foliculos
ovulados. Esto indica que la inhibicién de la ovulacion por exposicion a BP3 o BPA
estaria mas vinculada a una alteracién en el crecimiento folicular en respuesta al
estimulo con las gonadotrofinas, y no a una alteracién en la ultima etapa de ovulacion

en respuesta a hCG.
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Figura 45: Tasa de ovulacion y crecimiento de foliculos ovulados y no ovulados después de la exposicion
a BP3, BPA y su mezcla (cultivo 2D de rata). a) Porcentaje de foliculos ovulados y no ovulados en el dia
14 de cultivo 2D, después del pico de hCG (n=20 CONTROL, n=18 BP3, n=18 BPA, n=18 BP3+BPA). b)
1) Imagen representativa de foliculos preantrales tardios del grupo control en el dia 1 de cultivo. II) Imagen
representativa de un foliculo en el dia 14 de cultivo, después de la maduracion con 0.1 Ul/mL de FSH
mas 0.01 Ul/mL de hCG y ovulacion inducida con 1.5 Ul/mL de hCG. c) Delta de crecimiento de los
foliculos ovulados a lo largo de 13 dias de cultivo, medido cada dos dias (n=15 CONTROL, n=8 BP3,
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n=9 BPA, n=12 BP3+BPA). d) Delta de crecimiento de los foliculos no ovulados a lo largo de 13 dias de
cultivo, medido cada dos dias (n=5 CONTROL, n=10 BP3, n=9 BPA, n=6 BP3+BPA). Las flechas grises
(—) indican los ovocitos. La barra de escala (linea) representa 100 um. El analisis estadistico en (a) se
realizé utilizando la prueba exacta de Fisher; los datos se expresan como porcentajes. Para (c) y (d), el
analisis estadistico se realizé utilizando ANOVA de dos vias; los datos se expresan como promedio +
SEM. No se observo interaccion. Los niveles de significancia se indican como sigue: *:p<0.05. BP3 =
benzofenona-3, BPA = bisfenol-A.

6.4.1.2. Tasa de ovulacién y dinamica de crecimiento folicular en

un modelo 3D de rata

A diferencia de lo observado en el sistema bidimensional, en el modelo de
cultivo tridimensional (3D) las exposiciones a BP3 y BPA como su combinacion
(BP3+BPA) inhibieron de manera significativa la tasa de ovulacién en comparacion
con el grupo control (Figura 46, panel a).

Como mencionamos antes, no hay trabajos que evaluen el efecto in vivo de
BP3 y BPA sobre la ovulacion. Por lo que, aun considerando las diferencias y la
distancia entre los disefios experimentales, nuestra referencia in vivo para este caso
son los resultados que describimos en el capitulo 2, donde vimos que BP3+BPA inhibe
la ovulacion en la camada de la segunda gestacion. Por ello, seleccionamos al formato
3D como aquel que logra reproducir los resultados in vivo con mayor fidelidad. Este
hallazgo nos parece particularmente relevante, ya que indicaria que la arquitectura
tridimensional provista por la matriz de alginato facilita la deteccion de efectos que
podrian pasar desapercibidos en sistemas de cultivo convencionales, especialmente

en el caso de mezclas complejas de compuestos.
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Figura 46: Tasa de Ovulacién y Crecimiento de Foliculos Ovulados y No Ovulados Después de la
Exposicion a BP3, BPA y su Mezcla (Cultivo 3D de Rata). a) Porcentaje de foliculos ovulados y no
ovulados en el dia 14 de cultivo 3D, después del pico de hCG (n=12 CONTROL, n=10 BP3, n=11 BPA,
n=10 BP3+BPA). b) I) Imagen representativa de foliculos preantrales tardios del grupo control en el dia
1 de cultivo. Il) Imagen representativa de un foliculo en el dia 14 de cultivo, después de la maduracion
con 0.1 Ul/mL de FSH mas 0.01 Ul/mL de hCG y ovulacién inducida con 1.5 UlI/mL de hCG. c) Delta de
crecimiento de los foliculos ovulados a lo largo de 13 dias de cultivo, medido cada dos dias (n=9
CONTROL, n=2 BP3, n=2 BPA, n=2 BP3+BPA). d) Delta de crecimiento de los foliculos no ovulados a lo
largo de 13 dias de cultivo, medido cada dos dias (=3 CONTROL, n=8 BP3, n=9 BPA, n=8 BP3+BPA).
Las flechas grises (—) indican los ovocitos. La barra de escala (linea) representa 100 um. El analisis
estadistico en (a) se realizé utilizando la prueba exacta de Fisher; los datos se expresan como
porcentajes. Para (c) y (d), el analisis estadistico se realizé utilizando ANOVA de dos vias; los datos se
expresan como promedio + SEM. Los niveles de significancia se indican como sigue: **:p<0.01 vs.
CONTROL. BP3 = benzofenona-3, BPA = bisfenol-A.

Nuevamente se analizé la dinamica de crecimiento folicular diferenciando
entre aquellos foliculos que completaron la ovulaciéon y aquellos que permanecieron
sin ovular. Al igual que en el modelo 2D, no se detectaron diferencias significativas en
el crecimiento folicular dentro de cada categoria, al comparar los grupos expuestos a
DEs con el control (Figura 46, panel ¢ y d). Ademas, se mantuvo un patrén
consistente donde los foliculos que no ovularon son los que mostraron un crecimiento
reducido o nulo, en comparaciéon con los foliculos ovulados. Este aumento en la

proporcion de foliculos que no logran ovular sugiere que la falla ovulatoria provocada
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por BP3 y BPA estaria vinculada a una incapacidad de crecimiento y de maduracion

folicular en respuesta al estimulo con gonadotrofinas, particularmente de la FSH.

6.4.1.3. Perfil de produccion de hormonas esteroides en cultivo 3D

de rata

Foliculos que ovularon exitosamente: en los foliculos ovulados (Figura 47,
panel a), los niveles de E> aumentaron en BPA, junto con un aumento de E4 en
respuesta a BP3, BPA y la mezcla BP3+BPA.

Foliculos que no lograron ovular: al analizar las hormonas en los foliculos
no ovulados de los grupos expuestos a los DEs frente a los no ovulados del control

(Figura 47, panel b), BPA y la mezcla incrementaron los niveles de E;.

Produccion de estradiol y estrona en cultivo 3D de rata (dia 11)
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Figura 47: Produccion de estradiol y estrona en cultivo 3D de rata al dia 11. Los niveles hormonales se
representan mediante el Log, Fold Change. a) Niveles hormonales en foliculos ovulados expuestos a
BP3, BPA y la mezcla respecto al control ovulado. b) Comparacion de foliculos no ovulados frente a su
correspondiente control no ovulado. ¢c) Comparacion del perfil hormonal de todos los foliculos no ovulados
contra el control ovulado. Los datos se representan como promedio + SEM vy los asteriscos sefialan
diferencias estadisticamente significativas respecto a los controles correspondientes (***p < 0.001, ****p
< 0.0001).

Sin embargo, esta comparacion no nos dice nada respecto a como son los
niveles de hormonas en los foliculos no ovulados en comparaciéon con los que si
lograron ovular. Por ello hicimos un segundo analisis, comparando los niveles de
hormonas de los foliculos no ovulados de todos los grupos experimentales, con los
niveles de hormonas de los foliculos que si lograron ovular del grupo control (Figura
47, panel c). Al hacer este analisis (Figura 47, panel c), observamos que los foliculos
que no lograron ovular del grupo control tienen menores niveles de E, que su
contraparte de foliculos que si lograron ovular. Por su parte, los foliculos de BP3, BPA
y la mezcla mostraron una tendencia a menores cantidades de E2 (a diferencia del
primer analisis), mientras que E1 esta aumentado en BPA y BP3+BPA (similar al

primer analisis).

128



Cultivos in vitro 3D de foliculos revelan la toxicidad ovulatoria de
benzofenona-3, bisfenol-A y su combinacion a dosis ambientalmente relevantes Capitulo 4

En resumen, estos resultados indican que los foliculos no ovulados tienden a

producir menos E2 que los que si logran ovular.

6.4.2. Evaluacion del rol del receptor de estrégeno beta en la mediaciéon

de los efectos del bisfenol-A

En base a lo anterior, seleccionamos el modelo 3D para realizar el siguiente
experimento. Luego de observar los efectos de BP3 y BPA sobre la ovulacion, nos
propusimos estudiar si estas acciones estaban mediadas por el REB. Hicimos un
estudio inicial con BPA para establecer las bases del mecanismo y determinar la
pertinencia de realizar ensayos similares con BP3, en funcion de los resultados
obtenidos. Por tanto, el objetivo de este experimento fue evaluar si la accién de BPA
esta mediada por la via del REp, utilizando para ello el antagonista selectivo PHTPP.
Determinamos la dinamica de crecimiento, la tasa de ovulacién, las concentraciones
de hormonas y la expresion génica, buscando obtener un perfil completo de la

respuesta folicular.

6.4.2.1. Bisfenol-A y PHTPP inhiben la ovulacién in vitro

La cuantificacién de la respuesta ovulatoria tras el pico de hCG demostré que
el grupo control alcanzé una tasa de ovulacion de aproximadamente el 80% (Figura
48). En contraste, los tratamientos con el antagonista PHTPP, BPA y su combinacion
(BPA+PHTPP) indujeron una reduccion de la capacidad ovulatoria, la cual cayé a
niveles aproximados al 20% en los tres grupos experimentales (Figura 48). De
manera reciproca, se registré6 un aumento en el porcentaje de foliculos no ovulados
en todos los grupos tratados respecto al control, sin diferencias entre los grupos

tratados.
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Figura 48: Tasa de ovulacion en cultivo de foliculos in vitro 3D de rata. El grafico representa el porcentaje
de foliculos que lograron ovular (en verde) frente a los que permanecieron sin ovular (en marrén) tras la
induccion con hCG. Se evalud el impacto del grupo control y de los tratamientos con PHTPP, BPA y la
combinacion BPA+PHTPP. Los valores se presentan en porcentaje (%) y el analisis estadistico se realizd
mediante la prueba exacta de Fisher. Los asteriscos sefialan diferencias estadisticamente significativas
respecto a los controles correspondientes (+*p<0.01).

6.4.2.2. Cinética de crecimiento folicular

Nuevamente, el crecimiento folicular durante los 14 dias de cultivo mostro

patrones marcadamente diferentes (Figura 49):
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Figura 49: Dinamica del crecimiento folicular. El diametro folicular se registr6 cada 48 horas para
determinar el incremento del crecimiento (crecimiento). En esta figura, el panel (a) representa el
incremento del crecimiento de los foliculos que ovularon exitosamente tras el pico de hCG, mientras que
el panel (b) representa el incremento de los foliculos que no lograron ovular. Cada punto representa el
promedio+SEM del aumento del diametro folicular en relacion con la medicién anterior. El analisis
estadistico se realizé mediante la prueba de ANOVA de una via. Los tamafios finales de las muestras
fueron los siguientes: CONTROL (n = 11), PHTPP (n = 9), BPA (n = 11) y BPA+PHTPP (n = 11). BPA:
Bisfenol A; PHTPP: 4-[2-fenil-5,7-bis(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-il[fenol, un antagonista
selectivo de REp.
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Foliculos que ovularon exitosamente (Figura 49, panel a): exhibieron un
aumento constante y progresivo del diametro folicular, sin diferencias significativas
entre los foliculos ovulados del control y los ovulados de los tratados con PHTPP, BPA
o la mezcla (BPA+PHTPP). Esto muestra que aquellos foliculos que lograron madurar
siguen una curva de crecimiento uniforme independientemente del tratamiento.

Foliculos que no lograron ovular (Figura 49, panel b): mostraron una
ausencia total de crecimiento a lo largo del cultivo. En todos los grupos, el diametro
permanecio cerca de los valores basales (cambio cercano a Oum), lo que indicaria
que la inhibicidn ovulatoria esta dada por una falla en el crecimiento folicular en

respuesta a las gonadotrofinas, principalmente FSH.

6.4.2.3. Andlisis de la expresion génica

Foliculos que ovularon exitosamente: el analisis de la expresion génica en
los foliculos que lograron ovular tras el estimulo de hCG revel6 que PHTPP, ya sea
de forma individual o en combinacion con BPA, incrementd significativamente los
niveles de ARNm de todos los genes estudiados (Fshr, Lhcgr, Cyp19a1, Cypiiay
Cyp17a) en comparacion con los foliculos que ovularon del grupo control (Figura 50,
panel a). Por su parte, BPA también indujo una regulacion positiva de Fshr, Lhcgr,
Cyp11ay Cyp17a1, aunque sin cambios de Cyp19a7 (Figura 50, panel a).

Foliculos que no lograron ovular: en cuanto a los foliculos que no lograron
ovular, los niveles de expresion génica fueron comparados contra los niveles de
expresion en los foliculos no ovulados del grupo control. De esta manera, los foliculos
que no lograron ovular mostraron niveles de Fshry Cyp17a1 reducidos cuando fueron
expuestos a BP3, BPA o BP3+BPA, mientras que la expresién de Cyp7ial se
incrementd en todos los casos (Figura 50, panel b). Las respuestas de Lhcgr y
Cyp19a1t resultaron ser dependientes del tratamiento: BPA aumento la expresion de
Lhcgr, mientras que PHTPP y el tratamiento combinado la redujeron (Figura 50,
panel. b). Finalmente, Cyp79a1 disminuy6 en los foliculos tratados con PHTPP y
PHTPP+BPA, mientras que no hubo cambios con BPA (Figura 50, panel b).
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Andlisis de niveles de ARNm en cultivo in vitro de foliculos de rata
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Figura 50: Perfil de expresion génica en foliculos ovulados y no ovulados. Los graficos representan los
niveles de ARNm, expresados como log, Ratio y determinados mediante qPCR, para genes clave de la
maduracion folicular (Cyp11a1, Cyp17a1, Cyp19a1, Fshry Lhcgr) en foliculos mantenidos en cultivo 3D,
comparando los efectos del BPA y el PHTPP. Para compensar las variaciones en la biomasa, los valores
de Ct fueron ajustados por unidad biolégica (foliculo) siguiendo la féormula Ctad = Ctmedido + log,(n),
donde n representa el numero de foliculos por pool (rango de 2 a 9). a) Niveles de expresion génica en
foliculos que completaron la ovulacion. b) Niveles de expresion génica en foliculos no ovulados. Los datos
se presentan como la promedio + SEM de réplicas biologicas independientes (CONTROL, n=11; PHTPP,
n=9; BPA, n=11; y BPA+PHTPP, n=11), analizando cada muestra a través de seis determinaciones
técnicas (tres corridas de gPCR independientes por duplicado). La significancia estadistica se determiné
mediante la prueba Pair-Wise Fixed Reallocation Randomization Test (software REST 2009). Los
asteriscos indican diferencias significativas respecto al grupo control (*p < 0.05; ***p < 0.001). BPA:
Bisfenol A; PHTPP: 4-[2-fenil-5,7-bis(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-il[fenol (antagonista selectivo
de ER-beta); Cyp11a1: citocromo P450scc; Cyp17a1: 17a-hidroxilasa; Cyp19a1: P450aromatasa; Fshr:
receptor de la hormona foliculo-estimulante; Lhcgr: receptor de la hormona luteinizante.

En resumen, pareceria que los foliculos que llegan a ovular son los que logran
montar una respuesta transcripcional positiva en las vias esteroidogénicas y de los

receptores de gonadotrofinas.

6.4.2.4. Perfil de produccion de hormonas esteroides en foliculos

ovulados y no ovulados

Foliculos que ovularon exitosamente: la exposicion a BPA resulté en un
aumento de los niveles de E, y E; en relacion con los foliculos ovulados del grupo
control (Figura 51, panel a). BPA+PHTPP aumenté la produccion de E4, mientras que
PHTPP por si solo no mostré cambios (Figura 51, panel a).

Foliculos que no lograron ovular: hicimos dos analisis, tal como describimos
en 3.4.1.3. En comparaciéon con sus respectivos foliculos no ovulados del control
(Figura 51, panel b), tanto PHTPP como PHTPP+BPA incrementaron E,, mientras
que BPA y PHTPP indujeron un aumento de E;. De esta manera, los foliculos no
ovulados también tendrian niveles elevados de E2 y E1.

Sin embargo, un panorama distinto surge al realizar la comparacion entre los

niveles de hormonas de los foliculos no ovulados y los de aquellos foliculos que si
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lograron ovular (Figura 51, panel c): los foliculos que no lograron ovular del grupo
control tienen menores niveles de E, que su contraparte de foliculos que si lograron
ovular, mientras que los foliculos de PHTPP, BPA y la mezcla mostraron una
tendencia a menores cantidades de E2 (a diferencia del primer analisis). Respecto a
la estrona, todos los foliculos no ovulados exhibieron niveles superiores al control
ovulado, con incrementos significativos especificamente en PHTPP, BPA y su
combinacion.

En resumen, vemos nuevamente que los foliculos que no logran ovular tienden
a producir menos E2 que los que si logran hacerlo.

Por ultimo, debido a que PHTPP por si solo inhibié la ovulacion, no podemos
determinar si las acciones son mediadas por el REf. Es por este motivo que decidimos

no proceder con la realizacién del experimento correspondiente con BP3.

Produccion de estradiol y estrona en cultivo in vitro de foliculos 3D rata (dia 11)
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Figura 51: Produccién de E; y E; en cultivo in vitro 3D (dia 11). Los niveles de las hormonas esteroides,
estradiol y estrona, se determinaron en el sobrenadante de cultivo al dia 11. El panel a detalla el perfil
hormonal de los foliculos que completaron exitosamente el proceso de ovulacion tras la estimulacién con
hCG, comparados directamente con el grupo CONTROL ovulado. El panel b representa la produccion
hormonal de los foliculos que no lograron ovular, normalizada contra su respectivo grupo CONTROL no
ovulado. Por ultimo, el panel ¢ muestra la comparacion de todos los foliculos no ovulados frente al grupo
CONTROL ovulado, lo que permite cuantificar la magnitud de la alteracion endocrina en relacion con el
estandar de una respuesta ovulatoria exitosa. Para mantener la homogeneidad de la muestra, se
excluyeron de todos los analisis aquellos foliculos que presentaron ovulacién espontanea antes de la
estimulacion con hCG. Los datos se expresan como Fold Change y se presentan como la promedio +
SEM. La significancia estadistica se determin6 mediante un ANOVA de una via, seguido de la prueba
post-hoc LSD de Fisher no corregida. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al grupo
control especifico descrito para cada comparacion en los paneles (a), (b) y (c) (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p
< 0.001). Los tamafios finales de las muestras fueron: CONTROL (n = 8), PHTPP (n = 8), BPA (n=8)y
BPA+PHTPP (n = 8). BPA: Bisfenol A; PHTPP: 4-[2-fenil-5,7-bis(trifluorometil)pirazolo[1,5-a]pirimidin-3-
ilffenol (antagonista selectivo de ER-beta).

6.4.3. Tasa de ovulaciéon y dinamica de crecimiento folicular en un

modelo 3D de ratén

Para evaluar si las alteraciones que observamos con foliculos de ratas Wistar
se conservan entre diferentes especies, hicimos el mismo experimento con foliculos

de raton. De manera consistente, la exposicion a BP3, BPA y su combinacion
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(BP3+BPA) inhibio la tasa de ovulacion en comparacion con el grupo control (Figura
52, panel a).

Foliculos que ovularon exitosamente: el analisis del crecimiento folicular
reveld que aquellos foliculos que lograron ovular son los que crecieron y alcanzaron
un diametro final similar en todos los grupos experimentales, tanto los del grupo
control como los expuestos a los DEs (Figura 52, panel c).

Foliculos que no ovularon: por el contrario, los foliculos que no lograron
ovular permanecieron pequenos incluso al finalizar el cultivo (Figura 52, panel d).
Nuevamente, la exposicion a los DEs provocé un aumento en la proporcion de estos

foliculos de menor tamanio.

Tasa de ovulacion en cultivo de foliculos in vitro 3D raton
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Figura 52: Tasa de Ovulacién y Crecimiento de Foliculos Ovulados y No Ovulados Después de la
Exposicion a BP3, BPA y su Mezcla (Cultivo 3D de Ratén). a) Porcentaje de foliculos ovulados y no
ovulados en el dia 14 de cultivo 3D, después del pico de hCG (n=16 CONTROL, n=20 BP3, n=20 BPA,
n=14 BP3+BPA). b) I) Imagen representativa de foliculos preantrales tardios del grupo control en el dia
1 de cultivo. Il) Imagen representativa de un foliculo en el dia 14 de cultivo, después de la maduracion
con 0.1 Ul/mL de FSH mas 0.01 Ul/mL de hCG y ovulacion inducida con 1.5 Ul/mL de hCG. c) Andlisis
del crecimiento de los foliculos ovulados después del pico de hCG (n=12 CONTROL, n=5 BP3, n=7 BPA,
n=5 BP3+BPA). d) Analisis del crecimiento de los foliculos no ovulados después del pico de hCG (n=4
CONTROL, n=15 BP3, n=13 BPA, n=9 BP3+BPA). La barra de escala (linea) representa 100 um. El
analisis estadistico se realizo utilizando ANOVA de dos vias. Los datos se expresan como promedio +
SEM. Los niveles de significancia se indican como sigue: *:p<0.05 vs. CONTROL. BP3 = benzofenona-
3, BPA = bisfenol-A.
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En conjunto, estos resultados sugieren que el efecto inhibitorio de BPA y BP3
sobre la ovulacion esta asociado a un cambio en el destino folicular hacia un estado
de crecimiento detenido o "arrestado”, lo que impide que el foliculo alcance el estadio
de maduracion necesario para la liberacion del ovocito. Este patron de respuesta,
observado tanto en rata como en raton, refuerza la robustez del modelo 3D para el

estudio de la toxicidad reproductiva.

6.4.3.1. Perfil de produccion de hormonas esteroides en cultivo 3D

de ratéon

Foliculos que ovularon exitosamente: los niveles de hormonas de los
foliculos ovulados expuestos a los DEs no mostraron cambios de E, con respecto a
su control (Figura 53, panel a), mientras que la produccion de E; aumentd con BPA
(Figura 53, panel a).

Foliculos que no lograron ovular: al ser comparados contra su propio control
(foliculos no ovulados) (Figura 53, panel b), tanto BPA como la mezcla indujeron un
aumento de E; sin cambios en E,. Al comparar los niveles de hormonas de los
foliculos no ovulados con los hallados en los foliculos que lograron ovular del control
(Figura 53, panel c), se observo una tendencia a valores bajos de E, en todos los
grupos (incluido el control), aunque estas diferencias no alcanzaron a ser

significativas. E1 aumento por accion del BPA y de la mezcla.

Produccion de estradiol y estrona en cultivo 3D de raton (dia 11)
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Figura 53: Produccion de E2 y E; en cultivo 3D de raton al dia 11. Los niveles hormonales se representan
mediante el Log, Fold Change. a) Niveles en foliculos ovulados expuestos a BP3, BPA y su mezcla
respecto al control ovulado. b) Comparacion de foliculos no ovulados frente a su correspondiente control
no ovulado. ¢) Comparacion del perfil hormonal de todos los foliculos no ovulados contra el control
ovulado para analizar el estado endocrino vinculado al éxito funcional. Las barras indican el promedio +
SEM vy los asteriscos sefialan diferencias estadisticamente significativas respecto a los controles
correspondientes (*p < 0.05, **p < 0.01).

Al comparar los perfiles hormonales entre ambas especies, se observo que los
foliculos de ratdn no presentaron el incremento de E> inducido por BPA, ni el aumento

de E; por exposicién a BP3 y BP3+BPA que registramos en ratas.

135



Cultivos in vitro 3D de foliculos revelan la toxicidad ovulatoria de
benzofenona-3, bisfenol-A y su combinacion a dosis ambientalmente relevantes Capitulo 4

6.5.Discusion

Nuestro estudio demuestra una inhibicion significativa de la ovulacion in vitro
inducida por BPA y/o BP3 a concentraciones comparables a las reportadas en FF
humano, lo que confiere una mayor relevancia a nuestros hallazgos. Observamos una
reduccion del numero de ovocitos ovulados tras la estimulacion con gonadotrofinas,
disminuyendo la tasa de ovulacién de aproximadamente un 80% en los foliculos
control a cerca de un 20% en los foliculos tratados con BPA, BP3 o BPA+BP3. En
conjunto, estos resultados representan un hallazgo novedoso para ambos
compuestos. En el caso del BPA, observamos una reduccion en el numero de ovocitos
ovulados a una concentracion tan baja como 0,66 uM, que esta dentro del rango de
niveles detectados en fluido folicular humano (Poormoosavi etal., 2019). La
disminuciéon de la tasa de ovulacion cuando los foliculos fueron expuestos a BP3
también se observd en concentraciones similares a las reportadas en fluido folicular
humano (0,00184 uM) (Hoffmann-Dishon et al., 2024). Nuestros trabajos previos
sobre BP3 se centraron en los efectos sobre la foliculogénesis temprana utilizando
sistemas de cultivo de ovario entero, sin evaluar la ovulacién como punto final
(Santamaria et al., 2019). Hasta donde sabemos, no hay trabajos similares en la
literatura que evaluen la exposicion a BP3 o de forma combinada a BPA y BP3 sobre
la ovulacion.

Los presentes resultados con BPA son consistentes con reportes previos que
demostraron la inhibicién de la ovulacion in vitro por BPA (Peretz et al., 2011; Zhang
et al., 2019); sin embargo, en dichos estudios los efectos inhibitorios se observaron
unicamente a concentraciones sustancialmente mas elevadas (30 uM a 2100 pM).
Una diferencia metodoldgica entre el presente trabajo y los estudios anteriores radica
en el estadio de desarrollo de los foliculos utilizados. Mientras que los trabajos previos
emplearon principalmente foliculos secundarios o preantrales tempranos, de menor
grado de maduracion (aproximadamente 100-170 um de diametro), en este estudio
los cultivos se iniciaron a partir de foliculos preantrales tardios (~220-250 um), que
representan un estadio mas avanzado del desarrollo folicular (Adriaens et al., 2004;
Cortvrindt & Smitz, 2001; McGee & Hsueh, 2000; Pedersen & Peters, 1968) y
potencialmente una mayor susceptibilidad a la disrupcion endocrina. Ademas, los
efectos observados de BPA a concentraciones comparativamente mas bajas son
consistentes con el comportamiento dosis-respuesta no monoténica ampliamente
documentado para los DEs, en el cual los efectos bioldgicos pueden manifestarse
tanto a bajas como a altas dosis y no necesariamente pueden predecirse a partir de

las respuestas observadas a concentraciones elevadas (Vandenberg, 2014;
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Vandenberg et al., 2012; Zoeller et al., 2012). En este sentido, se ha demostrado que
en complejos cumulo-ovocito (COC) cultivados y aislados de foliculos preovulatorios
de ratén, BPA incrementa de manera significativa el porcentaje de ovocitos con
ruptura de la vesicula germinal (GVBD), un indicador de la reanudacion de la meiosis
ovocitaria, a concentraciones muy bajas, en el rango de 0,0022-0,22 uM (Acuha-
Hernandez et al., 2018).

La concentracion nominal de BPA utilizada en nuestros experimentos
corresponde al rango superior de los niveles reportados en fluido folicular humano. En
particular, Poormoosavi et al. (2019) identificaron grupos de exposicion con
concentraciones de BPA =150 ng/mL, que representan los valores mas elevados
detectados en dicha cohorte. No obstante, las concentraciones nominales empleadas
en sistemas in vitro no reflejan necesariamente la concentracion biolégicamente
disponible que alcanza el tejido de interés. Se ha demostrado que el BPA se une a la
albumina sérica (BSA) mediante interacciones hidrofébicas, segun estudios
espectroscopicos y de modelado molecular, lo que se espera que limite la fracciéon
libre disponible en medios que contienen proteinas (Xie et al., 2010). Asimismo, las
limitaciones de difusion y adsorcion inherentes a los sistemas de cultivo
tridimensionales basados en alginato podrian restringir adicionalmente la
biodisponibilidad del BPA dentro del microambiente folicular (Fischer etal., 2017;
Groothuis, Heringa, Nicol, Hermens, B. J. Blaauboer, et al., 2015).

En consecuencia, es razonable asumir que los efectos inhibitorios sobre la
ovulacion observados en este estudio ocurran a una concentracion efectiva de BPA o
BP3 inferior a la dosis nominal aplicada, lo que respalda la interpretacion de que
ambos DEs pueden afectar la competencia ovulatoria a niveles de exposicion
comparables a los reportados en fluido folicular humano. En este sentido, varios
trabajos han mostrado que las concentraciones de ciertas moléculas en FF se
correlacionan con cuadros clinicos determinados. Por ejemplo, Scotti et al. (2016),
demostraron que las concentraciones de S1P (sphingosine-1-phosphate) son
significativamente menores en el FF de pacientes con elevado riesgo de desarrollar
sindrome de hiperestimulaciéon ovarica (ovarian hyperstimulation sindrome, OHSS)
(Scaotti et al., 2016). En concordancia con esta interpretacion, la presencia de BPA en
el FF, particularmente en combinacion con otros DEs, se ha asociado con resultados
reproductivos adversos, incluyendo una menor tasa de éxito en fertilizacion in vitro y
un mayor riesgo de parto prematuro (Li et al., 2024; Trela-Kobedza & Ajduk, 2025;
Zhang et al., 2021).
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Con respecto a si el tipo de cultivo influye en la deteccion de los efectos del
BPA y/o BP3 sobre la ovulacion, encontramos resultados interesantes. En particular,
en una primera etapa de experimentos, encontramos que el efecto inhibitorio de la
combinacion BP3+BPA fue evidente unicamente en los cultivos 3D. Esta diferencia
puede explicarse por la preservacion, en los sistemas 3D, de caracteristicas clave del
foliculo que se pierden en los cultivos 2D. En los foliculos cultivados en matrices de
alginato (3D), se mantiene en gran medida la arquitectura esférica, la interaccion
coordinada entre las células de la teca y la granulosa, y la comunicacién mediada por
uniones gap con el ovocito, evitando el aplanamiento prematuro del foliculo y el
aislamiento del ovocito (Desai et al., 2010)(Desai et al., 2010). En concordancia, los
sistemas 3D presentan una mayor produccién de E;, formacion de antro y una
sefalizacién sincronizada entre el ovocito y las células somaticas, en contraste con
los cultivos 2D, en los que los niveles de E> son minimos y la formacién de antro ocurre
de manera poco frecuente (Jalili et al., 2020; Sittadjody et al., 2013). En los sistemas
2D, las células de la granulosa tienden a migrar y a perder contacto con el ovocito,
mientras que la actividad esteroidogénica se reduce de manera marcada. Como
consecuencia, la cascada ovulatoria puede verse comprometida, lo que dificulta la
deteccién de los efectos inhibitorios de la combinacién BP3+BPA. En este contexto,
la accion de la mezcla se hizo evidente en el modelo 3D, cuando el microambiente
folicular se encuentra mejor preservado. Estos resultados refuerzan la idea de que los
sistemas de cultivo avanzados constituyen plataformas mas fieles y sensibles para
evaluar los efectos de los DEs sobre la ovulaciéon. Si bien los sistemas 2D
convencionales son mas simples y ampliamente utilizados, pueden subestimar el
impacto real de las exposiciones, en particular cuando se evaliuan mezclas.

En segundo término, quisimos estudiar el potencial rol de REB. Para ello
usamos PHTPP, un antagonista selectivo de REB que compite con los ligandos
endogenos por la unién al receptor e inhibe la actividad transcripcional y de
sefializacién mediada por REP (Compton et al., 2004). La exposicion a PHTPP por si
sola inhibié de manera marcada la ovulacién a una concentracién muy baja (0,65 pM),
lo que indica que incluso una disrupcion sutil de la sefializacion dependiente de REJ
es suficiente para comprometer la competencia ovulatoria in vitro. Esta observacién
es consistente con trabajos en ratones knock-out deficientes en REB que presentan
respuestas ovulatorias alteradas, demostrando un rol critico de REB en la ovulacion
(Krege et al., 1998). Cuando los foliculos fueron coexpuestos a BPA y PHTPP, la
ovulacion permanecié fuertemente inhibida. De manera relevante, un fendmeno

similar fue reportado por Harvey et al., (2015), quienes demostraron que PHTPP

138



Cultivos in vitro 3D de foliculos revelan la toxicidad ovulatoria de
benzofenona-3, bisfenol-A y su combinacion a dosis ambientalmente relevantes Capitulo 4

“mimetizo” el efecto inhibitorio del metoxiclor sobre la produccién de AMPc inducida
por FSH en células de la granulosa. En este contexto, PHTPP “mimetizd” el efecto
inhibitorio del BPA sobre la ovulacion, lo que sugiere una convergencia a nivel de las
vias de sefializacion asociadas a REJ . Sin embargo, dado que PHTPP por si solo
altero la ovulacion a esta baja concentracion, los resultados del presente estudio no
permiten discriminar de manera concluyente entre mecanismos dependientes de REf
e independientes de REP que subyacen al fallo ovulatorio inducido por BPA.

En relacién con el crecimiento folicular, solo los foliculos que alcanzaron un
tamafio adecuado lograron ovular, mientras que los foliculos de menor tamafio de
manera consistente no lo hicieron. Este patrén de ovulacién dependiente del tamafio
se observo en todos los grupos experimentales: la exposicién a BPA, BP3 o PHTPP
produjo un desplazamiento hacia una mayor proporcién de estos foliculos con menor
crecimiento. La capacidad del BPA para alterar el crecimiento folicular ha sido
reportada de manera consistente en estudios in vitro previos realizados a
concentraciones mas elevadas (Lenie et al., 2008; Peretz et al., 2011; Zhang et al.,
2019). En paralelo, se conoce que la diferenciacion y el crecimiento folicular dependen
en gran medida de la activacion de la via de sefalizacién del AMPc mediada por FSH.
En este sentido, Harvey et al. (2015) demostraron que la inhibicién farmacoldgica de
REB mediante PHTPP redujo aproximadamente un 80% la produccién de AMPc
inducida por FSH en células de la granulosa de rata cultivadas, proporcionando una
base mecanistica para la respuesta a gonadotrofinas alterada que observamos. En
conjunto, estos hallazgos indican que la inhibicion del crecimiento folicular constituye
un evento temprano y critico que subyace al fallo ovulatorio inducido por BPA y
PHTPP, probablemente mediado por inhibiciéon de la respuesta a FSH a través de
REB.

Por otro lado, observamos un perfil diferencial de expresion génica entre los
foliculos que ovularon exitosamente y aquellos que no lo hicieron. Bajo la exposicion
a BPA o PHTPP, la ovulaciéon quedo restringida a los foliculos capaces de incrementar
la expresion de genes clave sensibles a gonadotrofinas y asociados a la
esteroidogénesis, lo que sugiere la aparicién de un proceso de seleccion funcional
dentro de la poblacion folicular. En contraste, los foliculos que presentaron una
disminucion en la expresion de Fshr y de otras enzimas esteroidogénicas, no
alcanzaron un crecimiento adecuado y permanecieron finalmente en un estado
anovulatorio. Esta respuesta transcripcional podria aumentar la sensibilidad funcional
a la estimulaciéon gonadotropica, permitiendo que un subgrupo de foliculos ovule aun

sin alcanzar el tamafno candnico tipicamente asociado con la competencia ovulatoria
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(Fabre et al., 2006). Este concepto es consistente con nuestras observaciones previas
in vivo, en las que la exposicion a BPA alter6 la distribucidn de los FA, incrementando
el numero de FA pequefios sin aumentar el numero de FA grandes, lo que se asocio
con una mayor expresion de Cyp17a1, Cyp19a1, Fshry Lhcgr tras la estimulacion con
PMSG (Santamaria et al., 2017).

Una observacion clave es que, independientemente de la exposicién a DEs o
PHTPP, los foliculos no ovulados no lograron generar una respuesta de E;
comparable a la observada en los foliculos ovulados del grupo control.
Particularmente en BPA, estos resultados son consistentes con estudios previos que
demuestran que el BPA altera la esteroidogénesis ovarica in vitro. En particular, Peretz
et al. (2011) reportaron que la exposicion a BPA a concentraciones micromolares (44
y 440 pM) inhibi6 de manera marcada la produccién de progesterona,
dehidroepiandrosterona, androstenediona, E+, T y E2 en foliculos de raton cultivados
(Peretz et al., 2011). De manera concordante, se ha demostrado que la presencia de
BPA se asocia con una respuesta reducida de E, durante procedimientos de fertilidad
asistida (Bloom et al., 2011).

Una observacion adicional relevante de este estudio es que el modelo de
cultivo folicular tridimensional (3D) genero respuestas ovulatorias comparables tanto
en ratas como en ratones, sin diferencias interespecie significativas en cuanto a la
tasa de ovulaciéon y desarrollo folicular. En ambas especies se observd el mismo
patron: los foliculos que ovularon alcanzaron diametros similares entre los grupos
control y tratados, mientras que los foliculos no ovulados permanecieron mas
pequefos, y la exposicion a BPA o BP3 incremento la proporcion de estos foliculos
de menor crecimiento. Esta concordancia entre especies respalda la utilidad del
formato de cultivo 3D para estudios de toxicologia reproductiva y confirma que los
efectos inhibitorios del BPA y del BP3 se manifiestan de manera consistente como un
desplazamiento del destino folicular, mas que como una alteracién funcional directa
de los mecanismos ovulatorios en la ultima etapa de maduracion folicular. Esta
distincion resulta relevante, dado que uno de los posibles mecanismos de accién de
los disruptores endocrinos podria ser la interferencia directa con las vias de
sefalizacion ovulatorias, como la cascada dependiente del pico de LH, sin afectar el
crecimiento folicular. Sin embargo, nuestros datos indican que BPA y BP3 incrementa

la proporcion de foliculos que no logran alcanzar dicho estadio.
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6.6. Conclusiones

En conjunto, estos experimentos aportan evidencia solida de que BP3 y BPA
pueden alterar la ovulacion in vitro en concentraciones relevantes para la poblacion
humana. El sistema 3D detecté de manera consistente la disrupcion ovulatoria a
traves de distintas especies y condiciones de exposicion, mientras que el 2D mostré
una menor sensibilidad para detectar efectos de exposiciones combinadas. En este
sentido, el presente estudio respalda el uso del cultivo folicular 3D tanto en estudios
mecanisticos como en evaluaciones preclinicas de compuestos con capacidad de
alterar la ovulacién.

Los hallazgos presentados en este capitulo se encuentran bajo revisién en la
siguiente revista indexada de alto impacto (Anexo VI: Galliani et al., 2026):

Galliani, V., Berli, C., Teglia, C., Gutiérrez, F., Abud, J. E. & Rodriguez, H. A.
Impaired in vitro follicle maturation and ovulation following Bisphenol A exposure.
Toxicological Sciences. TOXSCI-26-0065.
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7. Conclusiones

Los distintos resultados obtenidos en este trabajo presentan un diferente grado
de evidencia, en funcién del disefio experimental y del tipo de aproximacion
metodolégica empleada. De esta manera, los hallazgos muestran una fuerza de
evidencia variable y aportan niveles de evidencia complementarios sobre las
preguntas y objetivos planteados a lo largo de la tesis. A modo de conclusion final, A
modo de conclusion final, proponemos el esquema presentado en la Figura 54 como
una integracion de los resultados obtenidos y su interpretacion, basado en la distinta
jerarquia de la evidencia generada, y asimismo como un ejercicio especulativo

orientado al planteo de nuevas preguntas de investigacion.
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Figura 54: conclusion final.

En la Figura 54, panel a, se sintetizan los hallazgos obtenidos al evaluar los
efectos del BPA, el BP3 y su mezcla en un esquema de exposicién multiple prenatal
y de multiparidad. En este caso, demostramos que BPA, BP3 o su mezcla inhibe la
ovulacion de las hijas luego de una segunda exposicion durante una segunda
gestacion (multiparidad). A su vez, , sugieren una reprogramacion prenatal de las
células germinales en la primera gestacion que se traduce de la en un menor niumero

de ovocitos ovulados tras el estimulo de superovulacion.
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Estos resultados se complementan con los ensayos de cultivo folicular 3D in
vitro, donde se observé que los DEs incrementan el porcentaje de foliculos que no
crecen en respuesta al estimulo con gonadotrofinas.

En conjunto, los resultados apuntan ainhibicion del crecimiento como
consecuencia de una menor respuesta a la FSH, probablemente mediada por la
interferencia con el receptor de estrégeno beta (REB). En concordancia, los estudios
de protedmica in vivo evidencian que los DEs provocan una alteracion a nivel
energético en la B-oxidacion de acidos grasos. Este hallazgo sugiere que los DEs
comprometen el soporte metabdlico necesario para que el foliculo aumente de tamafio
y complete exitosamente el proceso de ovulacion.

En la Figura 54, panel b se describe el impacto de la exposicion perinatal a
BP3. Nuestros resultados demostraron que BP3 reduce la reserva ovarica,
comprometiendo el pool folicular disponible, y generando la aparicion de un cuadro de
subfertilidad de forma temprana en las hijas.

Este fendmeno se caracteriza por un agotamiento prematuro de la capacidad
reproductiva y una menor produccion de descendencia a lo largo del tiempo en

comparacion con los controles.
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Anexo I: Analisis protedmico en ovarios de crias expuestas a BP3 prenatalmente (primera gestacion)

E9QOFO0

P04104

Q3UvVv17
F6T4M4
Q62419
Q6IFX2

Q01320

E9Q557

Krt78
Krt1 Krt2-1

Krt76
Srrm1
Sh3gl1 Sh3d2b
Krt42 Ka22

Top2a Top-2 Top?2

Dsp

intermediate filament organization [GO:0045109]; keratinization [GO:0031424]

complement activation, lectin pathway [GO:0001867]; establishment of skin barrier [GO:0061436]; negative
regulation of inflammatory response [GO:0050728]; protein heterotetramerization [GO:0051290]

epidermis development [GO:0008544]; pigmentation [GO:0043473]; sebaceous gland development [GO:0048733]
mMRNA processing [GO:0006397]; RNA splicing [GO:0008380]
endocytosis [GO:0006897]

apoptotic chromosome condensation [GO:0030263]; chromatin organization [GO:0006325]; chromosome
condensation [GO:0030261]; chromosome segregation [GO:0007059]; DNA damage response [GO:0006974]; DNA
topological change [GO:0006265]; embryonic cleavage [GO:0040016]; female meiosis chromosome separation
[GO:0051309]; female meiotic nuclear division [GO:0007143]; hematopoietic progenitor cell differentiation
[GO:0002244]; positive regulation of apoptotic process [GO:0043065]; positive regulation of single stranded viral
RNA replication via double stranded DNA intermediate [GO:0045870]; positive regulation of transcription by RNA
polymerase Il [GO:0045944]; regulation of circadian rhythm [GO:0042752]; rhythmic process [GO:0048511]

adherens junction organization [GO:0034332]; bundle of His cell-Purkinje myocyte adhesion involved in cell
communication [GO:0086073]; cell-cell adhesion [GO:0098609]; desmosome organization [GO:0002934]; epithelial
cell-cell adhesion [GO:0090136]; intermediate filament cytoskeleton organization [GO:0045104]; intermediate
filament organization [GO:0045109]; keratinocyte differentiation [GO:0030216]; protein localization to cell-cell
junction [GO:0150105]; regulation of heart rate by cardiac conduction [GO:0086091]; regulation of ventricular cardiac
muscle cell action potential [GO:0098911]; skin development [GO:0043588]; ventricular compact myocardium
morphogenesis [GO:0003223]
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P02088

P62849

Q8VCT3

Q8BWMO

P21279

Q61216

Hbb-b1 carbon dioxide transport [GO:0015670]; erythrocyte development [GO:0048821]; hemopoiesis [GO:0030097]; nitric
oxide transport [GO:0030185]; oxygen transport [GO:0015671]
Rps24 cytoplasmic translation [GO:0002181]; ribosomal small subunit biogenesis [GO:0042274]; translation [GO:0006412];
P translation at postsynapse [G0:0140242]; translation at presynapse [GO:0140236]
Rnpep

proteolysis [GO:0006508]

Ptges2 Gbf1 Pges2 positive regulation of DNA-templated transcription [GO:0045893]; prostaglandin biosynthetic process [GO:0001516];

secretion [GO:0046903]

action potential [GO:0001508]; adenylate cyclase-activating G protein-coupled receptor signaling pathway
[GO:0007189]; cranial skeletal system development [GO:1904888]; developmental pigmentation [GO:0048066];
embryonic digit morphogenesis [GO:0042733]; endothelin receptor signaling pathway [GO:0086100]; forebrain

neuron development [GO:0021884]; G protein-coupled receptor signaling pathway [GO:0007186]; glutamate receptor
signaling pathway [GO:0007215]; heart development [GO:0007507]; ligand-gated ion channel signaling pathway
Gnaq [GO:1990806]; maternal behavior [GO:0042711]; neuron remodeling [GO:0016322]; phospholipase C-activating
dopamine receptor signaling pathway [GO:0060158]; phospholipase C-activating G protein-coupled acetylcholine

receptor signaling pathway [GO:0007207]; phospholipase C-activating G protein-coupled receptor signaling pathway

[GO:0007200]; positive regulation of insulin secretion [GO:0032024]; post-embryonic development [GO:0009791];
regulation of blood pressure [GO:0008217]; regulation of melanocyte differentiation [GO:0045634]; regulation of

platelet activation [GO:0010543]; skeletal system development [GO:0001501]

cell population proliferation [GO:0008283]; chromosome organization [GO:0051276]; DNA damage response
[GO:0006974]; DNA double-strand break processing [GO:0000729]; DNA strand resection involved in replication fork
processing [GO:0110025]; double-strand break repair [GO:0006302]; double-strand break repair via homologous
Mre11 Mre11a recombination [GO:0000724]; double-strand break repair via nonhomologous end joining [GO:0006303]; homologous
chromosome pairing at meiosis [GO:0007129]; homologous recombination [GO:0035825]; mitotic G2 DNA damage
checkpoint signaling [GO:0007095]; mitotic G2/M transition checkpoint [GO:0044818]; mitotic intra-S DNA damage
checkpoint signaling [GO:0031573]; negative regulation of apoptotic process [GO:0043066]; negative regulation of
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double-strand break repair via nonhomologous end joining [GO:2001033]; positive regulation of double-strand break
repair [GO:2000781]; positive regulation of telomere maintenance [G0:0032206]; R-loop processing [GO:0062176];
sister chromatid cohesion [GO:0007062]; telomeric 3' overhang formation [GO:0031860]

DNA recombination [GO:0006310]; DNA repair [GO:0006281]; DNA repair-dependent chromatin remodeling
[GO:0140861]; muscle cell differentiation [GO:0042692]; muscle organ development [GO:0007517]; positive
regulation of cell growth [GO:0030307]; positive regulation of double-strand break repair via homologous
recombination [GO:1905168]; skeletal muscle tissue regeneration [GO:0043403]

Q3UMU9 Hdgfl2 Hdgfrp2

actomyosin structure organization [GO:0031032]; cellular response to mechanical stimulus [GO:0071260];
establishment of localization in cell [GO:0051649]; hemopoiesis [GO:0030097]; macrophage migration
[GO:1905517]; negative regulation of macrophage migration [GO:1905522]; negative regulation of phagocytosis
[GO:0050765]; phagocytosis [GO:0006909]; positive regulation of gene expression [GO:0010628]; regulation of actin
filament-based process [GO:0032970]; regulation of leukocyte proliferation [GO:0070663]; regulation of mononuclear
cell proliferation [GO:0032944]; wound healing [GO:0042060]

Q08093 Cnn2

cell division [GO:0051301]; mitotic chromosome condensation [GO:0007076]; positive regulation of chromosome

AOAOR
OAOR4JOH7 Ncapd2 condensation [GO:1905821]

anterior/posterior pattern specification [GO:0009952]; blood vessel morphogenesis [GO:0048514]; female gonad
development [GO:0008585]; fertilization [GO:0009566]; forebrain development [GO:0030900]; in utero embryonic
development [GO:0001701]; interneuron migration [GO:1904936]; lymph vessel development [GO:0001945];
lymphatic endothelial cell fate commitment [GO:0060838]; maternal placenta development [GO:0001893]; negative
regulation of endothelial cell migration [GO:0010596]; negative regulation of endothelial cell proliferation
[GO:0001937]; negative regulation of transcription by RNA polymerase 11 [GO:0000122]; neuron migration
[GO:0001764]; placenta blood vessel development [GO:0060674]; positive regulation of DNA-templated transcription
[GO:0045893]; positive regulation of systemic arterial blood pressure [GO:0003084]; positive regulation of
transcription by RNA polymerase 1l [GO:0045944]; radial pattern formation [GO:0009956]; regulation of transcription
by RNA polymerase 1l [GO:0006357]; response to estradiol [GO:0032355]; skeletal muscle tissue development
[GO:0007519]; trophoblast giant cell differentiation [GO:0060707]

Nr2f2 Aporp1 Arp-1

P431
3135 Arp1 Tfcoup2

Q3URQO Tex10
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B1AZI6

035465

QsowQ2

Q8K2V6

Q8JZK9

Q19LI2

blastocyst development [GO:0001824]; cell morphogenesis [GO:0000902]; generation of neurons [GO:0048699];
mRNA processing [GO:0006397]; negative regulation of neuron projection development [GO:0010977]; neuron
Thoc2 development [GO:0048666]; poly(A)+ mRNA export from nucleus [GO:0016973]; regulation of gene expression
[GO:0010468]; regulation of MRNA export from nucleus [GO:0010793]; RNA splicing [GO:0008380]; stem cell
division [GO:0017145]

apoptotic process [GO:0006915]; BMP signaling pathway [GO:0030509]; camera-type eye development
[GO:0043010]; cell fate specification [GO:0001708]; dorsal/ventral neural tube patterning [GO:0021904];

dorsal/ventral pattern formation [GO:0009953]; multicellular organism growth [GO:0035264]; negative regulation of

apoptotic process [G0O:0043066]; neural tube development [GO:0021915]; neuron fate specification [GO:0048665];
positive regulation of BMP signaling pathway [GO:0030513]; protein folding [GO:0006457]; protein localization to

mitochondrion [GO:0070585]; regulation of BMP signaling pathway [GO:0030510]; regulation of gene expression
[GO:0010468]; regulation of mitophagy [GO:1901524]; smoothened signaling pathway [GO:0007224]
phosphatidylinositol biosynthetic process [GO:0006661]; regulation of postsynaptic neurotransmitter receptor
internalization [GO:0099149]; response to osmotic stress [GO:0006970]

Fkbp8 Fkbp38
Sam11

Vac14 D8Wsu151e

Ipo11 Ranbp11 ribosomal protein import into nucleus [GO:0006610]

Hmgcs acetyl-CoA metabolic process [GO:0006084]; cholesterol biosynthetic process [GO:0006695]; farnesyl diphosphate

biosynthetic process, mevalonate pathway [GO:0010142]
A1bg

growth hormone receptor signaling pathway [GO:0060396]

167



Analisis protedmico en ovarios de crias expuestas a BP3 prenatalmente (segunda gestacion) Anexo Il

Anexo Il: Analisis protedmico en ovarios de crias expuestas a BP3 prenatalmente (segunda gestacion)

Q03265

P01942

P80314

P45376

F8WIV2

P80313

Atp5f1a Atp5a1

Hba Hba-a1

Cct2 Cctb

Akr1b1 Akr1b3
Aldor1 Aldr1 Alr2

Serpinb6a

Cct7 Ccth

cellular response to dexamethasone stimulus [GO:0071549]; cellular response to nitric oxide [GO:0071732]; lipid
metabolic process [GO:0006629]; negative regulation of endothelial cell proliferation [GO:0001937]; positive
regulation of blood vessel endothelial cell migration [GO:0043536]; proton motive force-driven ATP synthesis
[GO:0015986]; proton motive force-driven mitochondrial ATP synthesis [GO:0042776]; response to ethanol
[GO:0045471]; response to muscle activity [GO:0014850]

carbon dioxide transport [GO:0015670]; erythrocyte development [GO:0048821]; in utero embryonic development
[GO:0001701]; nitric oxide transport [GO:0030185]; oxygen transport [GO:0015671]; response to bacterium
[GO:0009617]; response to stilbenoid [GO:0035634]

binding of sperm to zona pellucida [GO:0007339]; chaperone mediated protein folding independent of cofactor
[GO:0051086]; chaperone-mediated protein complex assembly [GO:0051131]; positive regulation of telomerase RNA
localization to Cajal body [GO:1904874]; positive regulation of telomere maintenance via telomerase [G0:0032212];
protein stabilization [GO:0050821]; scaRNA localization to Cajal body [GO:0090666]

cellular hyperosmotic salinity response [GO:0071475]; daunorubicin metabolic process [GO:0044597]; doxorubicin
metabolic process [GO:0044598]; epithelial cell maturation [GO:0002070]; fructose biosynthetic process
[GO:0046370]; L-ascorbic acid biosynthetic process [GO:0019853]; metanephric collecting duct development
[GO:0072205]; negative regulation of apoptotic process [GO:0043066]; regulation of urine volume [GO:0035809];
renal water homeostasis [GO:0003091]; retinoid metabolic process [GO:0001523]

binding of sperm to zona pellucida [GO:0007339]; chaperone mediated protein folding independent of cofactor
[GO:0051086]; positive regulation of telomere maintenance via telomerase [GO:0032212]; protein stabilization
[GO:0050821]
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wows o
Q99LC5 Etfa
Q9DB77 Uqgcre2
Q07417 Acads

Q8BJY1 Psmd5 Kiaa0072

Anxa1 Anx1 Lpc-1

P10107
010 Lpc1

cellular homeostasis [GO:0019725]; inflammatory response [GO:0006954]; negative regulation of interleukin-1 beta
production [GO:0032691]; regulation of innate immune response [G0O:0045088]; regulation of protein catabolic
process [GO:0042176]; type B pancreatic cell proliferation [GO:0044342]

amino acid catabolic process [GO:0009063]; fatty acid beta-oxidation using acyl-CoA dehydrogenase [G0O:0033539];
respiratory electron transport chain [GO:0022904]

cellular respiration [GO:0045333]; mitochondrial electron transport, ubiquinol to cytochrome ¢ [GO:0006122];
proteolysis [GO:0006508]; response to xenobiotic stimulus [GO:0009410]

fatty acid beta-oxidation using acyl-CoA dehydrogenase [GO:0033539]
proteasome regulatory particle assembly [GO:0070682]

actin cytoskeleton organization [GO:0030036]; adaptive immune response [G0O:0002250]; alpha-beta T cell
differentiation [GO:0046632]; arachidonate secretion [GO:0050482]; cellular response to glucocorticoid stimulus
[GO:0071385]; cellular response to vascular endothelial growth factor stimulus [GO:0035924]; G protein-coupled
receptor signaling pathway, coupled to cyclic nucleotide second messenger [GO:0007187]; granulocyte chemotaxis
[GO:0071621]; inflammatory response [GO:0006954]; innate immune response [GO:0045087]; keratinocyte
differentiation [GO:0030216]; monocyte chemotaxis [GO:0002548]; myoblast migration involved in skeletal muscle
regeneration [GO:0014839]; negative regulation of exocytosis [GO:0045920]; negative regulation of interleukin-8
production [GO:0032717]; negative regulation of T-helper 2 cell differentiation [GO:0045629]; neutrophil activation
[GO:0042119]; neutrophil clearance [GO:0097350]; neutrophil homeostasis [GO:0001780]; phagocytosis
[GO:0006909]; positive regulation of cell migration involved in sprouting angiogenesis [GO:0090050]; positive
regulation of G1/S transition of mitotic cell cycle [GO:1900087]; positive regulation of interleukin-2 production
[GO:0032743]; positive regulation of neutrophil apoptotic process [GO:0033031]; positive regulation of T cell
proliferation [GO:0042102]; positive regulation of T-helper 1 cell differentiation [GO:0045627]; positive regulation of
vesicle fusion [GO:0031340]; positive regulation of wound healing [GO:0090303]; regulation of cell population
proliferation [GO:0042127]; regulation of cell shape [GO:0008360]; regulation of hormone secretion [GO:0046883];
regulation of inflammatory response [GO:0050727]; regulation of interleukin-1 production [GO:0032652]; regulation of
leukocyte migration [GO:0002685]; signal transduction [GO:0007165]
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Q9CQ62

Q91VB8

QoWvJ2

Q61183

Q9CX56
Q8CFI7
Q62465

P61290

P48774

Q99L13
P42125

AOAO0G2JEC4

Q61263

Decr1

Hba-a1 Ginc1
haemaglobin alpha
1 haemaglobin
alpha 2 Hba-a2

Psmd13
Papola Pap Plap

Psmd8
Polr2b

Vat1 Vat-1

Psme3

Gstmb5 Fsc2 Gstm3

Hibadh
Eci1 Dci

Sh3glb1

Soat1 Acact

fatty acid beta-oxidation [GO:0006635]; positive regulation of cold-induced thermogenesis [GO:0120162]

erythrocyte development [GO:0048821]; in utero embryonic development [GO:0001701]; response to bacterium
[GO:0009617]

meiosis | [GO:0007127]

co-transcriptional mRNA 3'-end processing, cleavage and polyadenylation pathway [GO:0180010]; cytosolic mRNA
polyadenylation [GO:0180011]

proteolysis [GO:0006508]
transcription by RNA polymerase 11 [GO:0006366]
negative regulation of mitochondrial fusion [GO:0010637]

apoptotic process [GO:0006915]; negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway [GO:20012377];
regulation of proteasomal protein catabolic process [GO:0061136]

cellular detoxification of nitrogen compound [GO:0070458]; glutathione metabolic process [GO:0006749];
nitrobenzene metabolic process [GO:0018916]; response to estrogen [GO:0043627]; xenobiotic catabolic process
[GO:0042178]

valine catabolic process [GO:0006574]
fatty acid beta-oxidation [GO:0006635]
apoptotic process [GO:0006915]

cholesterol efflux [GO:0033344]; cholesterol homeostasis [GO:0042632]; cholesterol metabolic process
[GO:0008203]; cholesterol storage [GO:0010878]; macrophage derived foam cell differentiation [GO:0010742];
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P13439

089112

B1AT82

Q6ZPR5

008917

Q08857

positive regulation of amyloid precursor protein biosynthetic process [GO:0042986]; very-low-density lipoprotein
particle assembly [GO:0034379]

'de novo' pyrimidine nucleobase biosynthetic process [GO:0006207]; 'de novo' UMP biosynthetic process

Umps [GO:0044205]: UDP biosynthetic process [GO:0006225]

carbohydrate metabolic process [GO:0005975]; cellular detoxification [GO:1990748]; peptide modification

Lancl1
ancl1 Gpr69a [GO:0031179]

Prpsap1 nucleotide biosynthetic process [GO:0009165]

cellular response to tumor necrosis factor [GO:0071356]; ceramide biosynthetic process [GO:0046513]; in utero

Smpd4 Kiaa1418 embryonic development [GO:0001701]; sphingomyelin catabolic process [GO:0006685]

axon guidance [GO:0007411]; axonogenesis [GO:0007409]; cellular response to exogenous dsRNA [GO:0071360];
dsRNA transport [GO:0033227]; endocytosis [GO:0006897]; extracellular matrix disassembly [GO:00226177];
intracellular signal transduction [GO:0035556]; plasma membrane raft assembly [GO:0044854]; positive regulation of
canonical NF-kappaB signal transduction [GO:0043123]; positive regulation of cell junction assembly [GO:1901890];
positive regulation of cell-cell adhesion mediated by cadherin [GO:2000049]; positive regulation of endocytosis
[GO:0045807]; positive regulation of heterotypic cell-cell adhesion [GO:0034116]; positive regulation of interferon-
beta production [GO:0032728]; positive regulation of myoblast fusion [GO:1901741]; positive regulation of protein
binding [GO:0032092]; positive regulation of skeletal muscle tissue development [GO:0048643]; positive regulation of
synaptic transmission, dopaminergic [GO:0032226]; positive regulation of toll-like receptor 3 signaling pathway
[GO:0034141]; protein localization to plasma membrane [GO:0072659]; protein stabilization [GO:0050821];
regulation of neurotransmitter uptake [GO:0051580]; regulation of receptor internalization [GO:0002090]; regulation
of Rho protein signal transduction [GO:0035023]; response to endoplasmic reticulum stress [GO:0034976]

Flot1

amyloid fibril formation [GO:1990000]; amyloid-beta clearance by cellular catabolic process [GO:0150094]; apoptotic
cell clearance [GO:0043277]; cell adhesion [GO:0007155]; cell surface receptor signaling pathway [GO:0007166];
Cd36 cellular response to amyloid-beta [GO:1904646]; cellular response to bacterial lipopeptide [GO:0071221]; cellular
response to diacyl bacterial lipopeptide [GO:0071726]; cellular response to hydroperoxide [GO:0071447]; cellular

response to lipopolysaccharide [GO:0071222]; cellular response to lipoteichoic acid [GO:0071223]; cellular response
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to low-density lipoprotein particle stimulus [GO:0071404]; cellular response to oxidative stress [GO:0034599]; cellular
response to oxidised low-density lipoprotein particle stimulus [GO:0140052]; cholesterol import [GO:0070508];
cholesterol transport [GO:0030301]; defense response to Gram-positive bacterium [GO:0050830]; energy
homeostasis [GO:0097009]; intestinal absorption [GO:0050892]; intestinal cholesterol absorption [GO:0030299]; lipid
storage [GO:0019915]; lipid transport across blood-brain barrier [GO:1990379]; lipoprotein transport [GO:0042953];
long-chain fatty acid import across plasma membrane [GO:0015911]; long-chain fatty acid import into cell
[GO:0044539]; low-density lipoprotein particle clearance [GO:0034383]; low-density lipoprotein particle mediated
signaling [GO:0055096]; MAPK cascade [GO:0000165]; negative regulation of angiogenesis [GO:0016525]; negative
regulation of gene expression [GO:0010629]; negative regulation of protein import into nucleus [GO:0042308];
negative regulation of transcription by RNA polymerase 1l [GO:0000122]; nitric oxide-cGMP-mediated signaling
[GO:0038060]; oxidised low-density lipoprotein particle clearance [GO:0150024]; phagocytosis, recognition
[GO:0006910]; plasma lipoprotein particle clearance [GO:0034381]; positive regulation of blood coagulation
[GO:0030194]; positive regulation of blood microparticle formation [GO:2000334]; positive regulation of canonical NF-
kappaB signal transduction [GO:0043123]; positive regulation of cell-matrix adhesion [GO:0001954]; positive
regulation of cholesterol storage [GO:0010886]; positive regulation of cold-induced thermogenesis [GO:0120162];
positive regulation of cytosolic calcium ion concentration [GO:0007204]; positive regulation of ERK1 and ERK2
cascade [GO:0070374]; positive regulation of gene expression [GO:0010628]; positive regulation of interleukin-1 beta
production [GO:0032731]; positive regulation of interleukin-12 production [GO:0032735]; positive regulation of
interleukin-6 production [GO:0032755]; positive regulation of macrophage cytokine production [GO:0060907];
positive regulation of macrophage derived foam cell differentiation [GO:0010744]; positive regulation of MAPK
cascade [G0O:0043410]; positive regulation of nitric oxide biosynthetic process [GO:0045429]; positive regulation of
NLRP3 inflammasome complex assembly [GO:1900227]; positive regulation of phagocytosis, engulfment
[GO:0060100]; positive regulation of reactive oxygen species biosynthetic process [GO:1903428]; positive regulation
of reactive oxygen species metabolic process [GO:2000379]; positive regulation of tumor necrosis factor production
[GO:0032760]; receptor internalization [GO:0031623]; regulation of action potential [GO:0098900]; regulation of
removal of superoxide radicals [GO:2000121]; regulation of toll-like receptor signaling pathway [GO:0034121];
response to bacterium [GO:0009617]; response to fatty acid [GO:0070542]; response to linoleic acid [GO:0070543];
response to lipid [GO:0033993]; response to stilbenoid [GO:0035634]; sensory perception of taste [GO:0050909];
triglyceride transport [GO:0034197]
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apoptotic process [GO:0006915]; cellular response to xenobiotic stimulus [GO:0071466]; intracellular signal
transduction [GO:0035556]; negative regulation of cell-cell adhesion mediated by cadherin [GO:2000048]; negative
regulation of DNA-templated transcription [GO:0045892]; negative regulation of protein transport [GO:0051224];
Q8CGAO0 Ppm1f positive regulation of cell-substrate adhesion [GO:0010811]; positive regulation of chemotaxis [GO:0050921]; positive
regulation of epithelial cell migration [GO:0010634]; positive regulation of focal adhesion assembly [GO:0051894];
positive regulation of gene expression [GO:0010628]; positive regulation of growth [GO:0045927]; positive regulation
of stress fiber assembly [GO:0051496]

chromatin organization [GO:0006325]; negative regulation of transcription by RNA polymerase 1l [GO:0000122];

P43274 H1-4 H1f4 Hist1h1
1S © nucleosome assembly [GO:0006334]; regulation of transcription by RNA polymerase 1l [GO:0006357]

AOAOABYX26 Rpl31 translation [GO:0006412]
Q6ZW\V7 RpI35 cytoplasmic translation [GO:0002181]; maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S
P rRNA, LSU-rRNA) [GO:0000463]; translation at postsynapse [GO:0140242]; translation at presynapse [GO:0140236]
Q8BG13 Rbm3

anaphase-promoting complex-dependent catabolic process [GO:0031145]; cell division [GO:0051301]; protein
Q8R349 Cdc16 Anapc6 branched polyubiquitination [GO:0141198]; protein K11-linked ubiquitination [GO:0070979]; protein K48-linked
ubiquitination [GO:0070936]

Q9D7S7 Rpl22I1 translation [GO:0006412]
P54227 Stmn1 Lag Lap18 axonogenesis [GO:0007409]; establishment of skin barrier [GO:0061436]; hepatocyte growth factor receptor
Pr22 signaling pathway [G0O:0048012]; microtubule depolymerization [GO:0007019]; mitotic cytokinesis [GO:0000281];
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AOA087WPMO

E9QASS

Q3URD3

Q5EG47

Selenoh
2700094K13Rik

Chd4

Simap Kiaa1601
Slap

Prkaa1

mitotic spindle organization [GO:0007052]; negative regulation of microtubule polymerization [GO:0031115]; negative
regulation of Rho protein signal transduction [GO:0035024]; negative regulation of stress fiber assembly
[GO:0051497]; negative regulation of thrombin-activated receptor signaling pathway [GO:0070495]; regulation of cell
migration [GO:0030334]; response to virus [GO:0009615]

double-strand break repair via homologous recombination [GO:0000724]; negative regulation of gene expression
[GO:0010629]; negative regulation of transcription by RNA polymerase 1l [GO:0000122]; regulation of synapse
assembly [GO:0051963]; terminal button organization [GO:0072553]

negative regulation of hippo signaling [GO:0035331]

autophagy [G0O:0006914]; CAMKK-AMPK signaling cascade [GO:0061762]; cellular response to calcium ion
[GO:0071277]; cellular response to ethanol [GO:0071361]; cellular response to glucose starvation [GO:0042149];
cellular response to glucose stimulus [GO:0071333]; cellular response to hydrogen peroxide [GO:0070301]; cellular
response to hypoxia [GO:0071456]; cellular response to nutrient levels [GO:0031669]; cellular response to oxidative
stress [G0O:0034599]; cellular response to prostaglandin E stimulus [GO:0071380]; cellular response to xenobiotic
stimulus [GO:0071466]; cholesterol biosynthetic process [GO:0006695]; cold acclimation [GO:0009631]; energy
homeostasis [GO:0097009]; fatty acid biosynthetic process [GO:0006633]; fatty acid homeostasis [GO:0055089];
fatty acid oxidation [GO:0019395]; glucose homeostasis [GO:0042593]; glucose metabolic process [GO:0006006];
lipid biosynthetic process [GO:0008610]; lipid droplet disassembly [GO:1905691]; motor behavior [GO:0061744];
negative regulation of apoptotic process [GO:0043066]; negative regulation of gene expression [GO:0010629];
negative regulation of hepatocyte apoptotic process [GO:1903944]; negative regulation of insulin receptor signaling
pathway [GO:0046627]; negative regulation of lipid catabolic process [GO:0050995]; negative regulation of TOR
signaling [GO:0032007]; negative regulation of TORC1 signaling [GO:1904262]; negative regulation of tubulin
deacetylation [GO:1904428]; neuron cellular homeostasis [GO:0070050]; positive regulation of adipose tissue
development [GO:1904179]; positive regulation of autophagy [GO:0010508]; positive regulation of cell population
proliferation [GO:0008284]; positive regulation of DNA-templated transcription [GO:0045893]; positive regulation of
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AO0A494BB95

Q9CR86

AOAOR4J170

A6H644

gene expression [GO:0010628]; positive regulation of glycolytic process [GO:0045821]; positive regulation of
mitochondrial transcription [GO:1903109]; positive regulation of protein localization [GO:1903829]; positive regulation
of protein targeting to mitochondrion [GO:1903955]; positive regulation of skeletal muscle tissue development
[GO:0048643]; positive regulation of T cell activation [GO:0050870]; positive regulation of T cell mediated immune
response to tumor cell [GO:0002842]; protein localization to lipid droplet [GO:1990044]; regulation of circadian
rhythm [GO:0042752]; regulation of microtubule cytoskeleton organization [GO:0070507]; regulation of stress granule
assembly [GO:0062028]; regulation of vesicle-mediated transport [GO:0060627]; response to activity [GO:0014823];
response to caffeine [GO:0031000]; response to estrogen [GO:0043627]; response to gamma radiation
[GO:0010332]; response to hydrogen peroxide [GO:0042542]; response to UV [GO:0009411]; rhythmic process
[GO:0048511]; Wnt signaling pathway [GO:0016055]

Eif1a
Carhsp1 regulation of mMRNA stability [GO:0043488]

aortic smooth muscle cell differentiation [GO:0035887]; negative regulation of androgen receptor signaling pathway

[GO:0060766]; negative regulation of cell growth [GO:0030308]; nervous system development [GO:0007399]; neural

retina development [GO:0003407]; nucleosome assembly [GO:0006334]; nucleosome disassembly [GO:0006337];
positive regulation by host of viral transcription [GO:0043923]; positive regulation of glucose mediated signaling
pathway [GO:1902661]; positive regulation of miRNA transcription [GO:1902895]; positive regulation of signal

transduction by p53 class mediator [GO:1901798]; positive regulation of transcription by RNA polymerase |l
[GO:0045944]; positive regulation of transcription of nucleolar large rRNA by RNA polymerase | [GO:1901838];
positive regulation of Wnt signaling pathway [GO:0030177]

Smarca4

Ppp1r12b signal transduction [GO:0007165]
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Abstract

Previously, we found that the ultraviolet filter benzophenone-3 (BP3) causes fetal growth restriction in mice when is applied
when implantation occurs (first week of gestation). However, whether BP3 can affect gestation and fertility after implantation
period is unknown. We aimed to study the effects on reproductive physiology of the offspring caused by perinatal exposure
to BP3. C57BL/6 pregnant mice were dermally exposed to 50 mg BP3/kg bw.day or olive oil (vehicle) from gestation day 9
(gd9) to postnatal day 21 (pnd1). We observed no differences in mother’s weights, duration of gestation, number of pups per
mother, onset of puberty or sex ratio. The weights of the pups exposed to benzophenone-3 were transiently lower than those
of the control. Estrous cycle was not affected by perinatal exposure to BP3. Besides, we performed a fertility assessment by
continuous breeding protocol: at 10 weeks of age, one F1 female and one F1 male mouse from each group was randomly
chosen from each litter and housed together for a period of 6 months. We noticed a reduction in the number of deliveries
per mother among dams exposed to BP3 during the perinatal period. To see if this decreased fertility could be associated to
an early onset of oocytes depletion, we estimated the ovarian reserve of germ cells. We found reduced number of oocytes
and primordial follicles in BP3. In conclusion, perinatal exposure to BP3 leads to a decline in the reproductive capacity of
female mice in a continuous breeding protocol linked to oocyte depletion.

Keywords UV filter - Personal care products - Benzophenone - Ovary - Fertility

Introduction “developmental programming,” often termed developmental

origins of health and disease (DOHaD), which is the con-

Endocrine-disrupting chemicals (EDC) represent a vast
number of substances present in the environment character-
ized by interfering with the activity of hormonally regu-
lated events and altering the homeostasis of the endocrine
system of organisms (Ramamoorthy and Blakely 1999;
Bergman et al. 2012). Driven hypothesis linked to EDCs is
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cept that “insults” during embryonic, fetal, and postnatal
life can have long-lasting effects on the offspring (Doerge
et al. 2010; Dahlen et al. 2021). The concept is that some-
thing that happens while in uterus or during infancy can
have long-term effects on the health and well-being of that
individual (Reynolds and Caton 2012). Particularly, there is
a critical need for understanding the mechanisms of devel-
opmental programming, intergenerational consequences,
and particularly effects at various developmental stages,
identifying the periods when an EDC can elicit long-term
detrimental effects caused by exposure to it (i.e., pre- as well
as postnatally) (Reynolds and Caton 2012).
Benzophenone-3 (BP3) or oxybenzone is one of the main
substances used as an active ingredient in sunscreens and
cosmetics, due to its well-established UV-blocking effi-
cacy (Doerge et al. 2010; Dahlen et al. 2021), and is also
a well-known EDC (Schlumpf et al. 2001; Schreurs et al.
2002, 2005). Previously, we identified early prenatal period
as sensitive to BP3. In pregnant mice exposed to BP3 by
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dermal route in an early prenatal period [from gestation day
(gd) 0 to gd6)], we found that BP3 persisted in amniotic
fluid longer than in serum, staying in direct contact with
developing fetuses and leading to fetal growth restriction
(FGR) (Santamaria et al. 2020). These results showed that
the first week of gestation, when implantation occurs, is a
period vulnerable to the action of BP3 applied to the skin.
However, whether BP3 is able to affect gestation and fertil-
ity when administered during pre- and postnatal develop-
ment (perinatal) period is unknown. Accumulating evidence
suggests that insults occurring during the perinatal period
alter the developmental trajectory of the offspring leading
to long-term detrimental outcomes that often culminate in
adult pathologies (Reynolds and Caton 2012; Padmanabhan
et al. 2016). Perinatal exposure allows to assess toxicity in
pregnant females, as well as altered growth and functional
deficits in offspring (Pefia-Ferndndez et al. 2022). Thus, the
aim of this work was to evaluate whether BP3 administered
from gd9 until weaning [(postnatal day (pnd) 21] to pregnant
mice can affect reproductive parameters of FO mothers and
F1 offspring. Examinations in the offspring included sexual
maturation (puberty) and reproductive capacity at maturity.
In particular, we studied the long-term effects of BP3 on
the fertility of F1 mice by applying a continuous breeding
protocol (McLachlan et al. 1982; Cabaton et al. 2011).

Materials and methods
Animals

For our study, 19 female and 7 male CS7BL/6 mice
(weighing between 14 and 17 g and aged 6 weeks) were
obtained from the Centro de Medicina Comparada—
ICIVET Litoral (UNL, CONICET, Santa Fe, Argentina).
These mice were subsequently housed and maintained
within our research facilities. Health assessments provided
by the vendor confirmed the absence of known viral,
bacterial, and parasitic pathogens among the mice. The
mice had ad libitum access to both water and food and
were housed in a controlled environment with a constant
temperature of 22 +2 °C and a 14-h light cycle, spanning
from 06:00 to 20:00 h. We ensured the welfare of the
animals by conducting daily assessments, monitoring
their appearance, behavior, and the cage environment. This
ongoing vigilance enabled us to promptly attend to any
indications of distress or health issues. Following a 2-week
acclimatization period, during which the mice adjusted to
their new environment, the experiments commenced. All
experiments are reported in compliance with the ARRIVE
guidelines (Percie du Sert et al. 2020). The protocols
employed in this study adhered to the guidelines outlined
in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
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provided by the U.S. National Academy of Sciences.
Additionally, they received approval from the Advisory
Committee on Ethics and Safety Research at the Facultad
de Bioquimica y Ciencias BiolGgicas-UNL, Santa Fe,
Argentina (CE permit number: CE2018-61-C).

Experimental design and sample collection

One C57BL/6 male and one C57BL/6 female were paired
and housed together in individual cages. The day on which
the presence of a vaginal plug was observed was designated
as gd0 (Fig. 1a). Pregnant mice were distributed in two
groups and treated following our previous protocols (San-
tamaria et al. 2020): C57BL/6 pregnant mice were shaved
on the back and topical applications of 50 mg BP-3 per kg
of body weight (bw) per day (d) or olive oil (vehicle, Extra
virgin olive oil Tres Marias, San Juan, Argentina) were
given daily (BP3-treated mice: n= 10, olive oil-treated mice:
n=9). Starting from gd9. BP3 or olive oil was applied to the
shaved skin on the back of the mice until weaning at postna-
tal day 21 (pnd21). Mother’s weights were daily recorded.
On the day of each delivery, number, sex, and weight of F1
pups were recorded. During the lactation period, the weights
of the offspring were also recorded.

Selection of the dose

We selected the dose of 50 mg/kd bw/day because it
represents the calculated dose after controlled whole-
body dermal application in humans, according to Janjua
et al., (2008). In that study, 2 mg of cream formulation at
10% (w/w) of BP-3 per cm2 of body surface was applied.
Females displayed an average body area of 1.73 m2,
resulting in a total average amount of 34,600 mg of cream
each (see Table 1 in Janjua et al. 2008). Thus, with an
average body weight of 68 kg, the BP-3 dose of Janjua’s
study was 50.88 mg/kg bw in females. This approach was
further validated in (Wang and Ganley 2019), where the
authors developed a pharmacokinetic model describing
the concentration—time profile for oxybenzone on the
basis of the observed data from the study by Janjua et al
(2008). Given that allometric scaling is not recommended
for drugs administered by topical, nasal, subcutaneous, or
intramuscular routes (Nair and Jacob 2016), we directly
adapted and validated this dose of 50 mg/kg bw/day for mice
in a recent publication by our group (Santamaria et al. 2020).
The serum concentrations observed in our mouse model
were consistent with plasma concentrations observed after
a single application, according to values reported by a recent
randomized clinical trial in humans (Matta et al. 2020).
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Fig. 1 Experimental design: a a
Treatment of pregnant females

(FO): Pregnant females were

treated with topical applica-

tions of 50 mg BP3/kg bw/day

or olive oil (vehicle) from gd9

to pnd21. The weight of F1

pups was recorded from pnd0

7
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Topical application

BP3 was applied on the skin of the animals, following
protocols previously described (Santamaria et al 2020). A
working solution of BP3 was prepared at a concentration
of 10 mg/ml, using olive oil as the vehicle. To enhance
dermal absorption, the dorsal fur of the mice was
carefully shaved prior to applications. The working
solution was then applied directly to the mice's skin using
a micropipette, with the volume adjusted based on each
animal's individual body weight to ensure precise dosing.
During the application process, mice were placed in a
clean cage without any bedding or materials that could
absorb the solution, ensuring the compound had sufficient
time for complete absorption into the skin. The mice were
observed continuously until it was confirmed that there
was no residual solution on their skin, at which point they
were returned to their home cages. This procedure was
performed without occlusion, as the absorption of the
solution occurred very rapidly, typically within 10 to 30 s.

Fertility assessment by continuous breeding (FABC)
of F1 offspring

After weaning, F1 females and males were kept separately.
Females were checked daily until the appearance of vaginal
opening. 7-10 days after vaginal opening, vaginal smears
were performed daily for 30 days to evaluate the regularity
of the estrous cycles (Fig. 1b). At pnd77 (11-week-old), one
F1 female and one F1 male mouse from each group was
randomly chosen from each litter and housed together for
a period of 6 months. These breeding pairs were subjected
to a continuous breeding protocol (Fig. 1b), (Fertility
Assessment by Continuous Breeding™ or FABC) that was
adapted from previous reports (Lamb et al. 1985; Cabaton
etal. 2011). All the breeding cages were examined daily. On
the day of each delivery, F2 pups were separated from the
mother, and their number, sex, and weight were recorded.
The pups were euthanized, and the F1 dam was immediately
returned to the breeding cage. The time to first litter, number
of deliveries (fertility) per dam/breeding pair, number of
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neonates per litter (fecundity), and number of mice having
litters were recorded. The number, sex and weight of F2 live
pups delivered were also recorded.

Offspring that were not selected to the FACB protocol
were euthanized and samples of ovaries, testicles and sera
were collected for further analysis (see below). In male
mice sacrificed at pnd77, sperm count was also performed
(Fig. 1b).

Sperm count

F1 males were selected at pnd77 to perform a sperm
count analysis based on previous protocols (Pagotto et al.
2020). Briefly, spermatozoa were collected from the
cauda epididymis. Small incisions were made in the cauda
epididymis, which was then placed in 1 ml of HTF medium
(IrvineScientific) at 37 “C for 10 min. Then, a 1/20 dilution
was used to perform the sperm count using a Neubauer
chamber. The total and motile spermatozoa were calculated
by multiplying the number of observed spermatozoa by the
reciprocal of the dilution factor, and then was multiplied by
10.000 to obtain the spermatozoa per milliliter.

Oocyte count in the ovaries of F1 females

Follicular dynamics were assessed prior to the onset
of FACB following protocols previously described
(Rodriguez et al. 2010; Santamaria et al. 2016). Briefly,
ovaries were fixed in 10% buffered formalin overnight at
room temperature and embedded in paraffin. The whole
ovary was serially sectioned (5 pm thick), and 1 every 10
sections were stained with picrosirius-hematoxylin (P/H)
(Santamaria et al. 2019). Oocytes were counted using the
Olympus BH2 microscope at 400X magnification. The
following parameters were analyzed: (a) Total oocytes
per square micrometer. (b) Total oocytes per section. (¢)
Total primordial follicles per square micrometer. (d) Total
primordial follicles per section. (e) Percentage of primordial
follicles. In order to refer to the oocyte count per area, the
areas of each section were obtained and measured as square
micrometer using the Image-pro plus 5.0 program.

Primordial follicle diameters

The primordial follicles were counted in the same sections
used for the total oocyte count. With the Image-pro plus 5.0
program, the longest diameter (pm) of the oocytes for which
nuclei were in the plane of section was determined. The data
were analyzed according to previous protocols (Saatcioglu
et al. 2016).
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Measurement of estradiol, progesterone
and testosterone

Prior to the measurement of hormones, an organic extraction
was performed using serum pools (200 pl). The pools were
made with serum from theF1 female offspring euthanized
before the onset of FACB. The pools (n=7 control; n=10
BP3) were generated from 16 control and 24 BP3 F1 females.).
The extraction was performed with sulphuric ether and the
resulting extracts were reconstituted with (.5 ml of 0.1%
gelatin in PBS-EDTA (Portelinha et al. 2015) The following
hormones were measured using the ECLIA-Roche method:
a) Estradiol: Estradiol levels were, expressed in pg/ml, with
a detection limit of 5 pg/ml. (b) Progesterone: Progesterone
levels were expressed in ng/ml, with a detection limit of
0.05 ng/ml. (¢) Testosterone: Testosterone levels were
expressed in ng/ml, with a detection limit of 0.03 ng/ml.
All hormone measurements were performed at the Alkemy
laboratory in Santa Fe, Argentina, following standardized
protocols and quality control procedures.

Statistics

Data were presented as means +S.E.M or median. The
normal distribution of the data for the FACB calving/
mother and offspring/mother analysis was assessed with
the Anderson-Darling test and analyzed with an unpaired t
test. With the data of the individual weights, the average of
the litter was calculated. Average litter weights were used
for the comparison between groups. Weights were analyzed
with unpaired t test at each time. For other analyses, where
a normal distribution was not obtained, the Mann—Whitney
test was used. The software used was GraphPad Prism 9.0.1
and MEDCALC® was used to evaluate proportions (https://
www.medcalc.org/).

Results

The exposure to BP3 did not alter maternal weight
nor the length of gestation

Pregnant female mice treated with BP3 from gd9 to pnd21
exhibited unaltered weight gain during both pregnancy and
lactation (Fig. S1). Furthermore, the duration of gestation in
BP3-exposed mothers closely resembled that of the control
group (Fig. S2), indicating an unaltered gestational time to
first litter.

BP3 exposure had no effect on the number
of delivered pups or sex ratio of the progeny

The number of pups per litter per dam of BP3-exposed
females was very similar to control animals (CONTROL:
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7.5+ 1.26, BP3: 7.6 +1.26). The sex ratio (%females/
total) in control F1 offspring was 40%, while in the BP3-
exposed group was 50% (n=73 CONTROL; n=76 BP3).
No significant alterations were observed in BP3-exposed
offspring regarding to their sex ratios, as analyzed by the N-1
Chi-squared test from the online software MEDCALC®.

The weight gain of the F1 progeny during lactation
was transiently altered by the exposure to BP3

We observed a transient decrease in weights during the lac-
tation period of F1 pups born to mothers exposed to BP3.
This decrease lasted longer in males than in females: the
decrease of F1 females” weight was observed only on pnd15
and pnd18 (Fig. 2a). Males showed a significant diminution
in their weight from pnd3 until pnd18 (Fig. 2b). At pnd21,
both F1 females and males of BP3 group displayed similar
weights to the control F1 offspring.

BP3 exposure did not alter the onset of puberty
nor the estrous cycle in F1 females

Ovarian (CONTROL: 6.8 +£0.8 mg, n=15; BP3:
5.6 +0.4 mg, n=20) and testicular (CONTROL:
104.0+2.4 mg, n=33; BP3: 110.5+ 1.8 mg, n=25) weights
were not changed by BP3 in F1 offspring. Besides, the day of
vaginal opening nor the estrous cycle were modified in BP3-
exposed offspring (Table S1): no variations were observed
in the number of cycles nor in the time spent in estrus when
compared to the control group. These findings suggested
that BP3 exposure from gd9 until pnd21 does not have a
discernible impact on puberty onset or the regularity of the
estrous cycle of FI females.

14 # CONTROL
12 -a- BP3

Day 1: p=0.2220
Day 3: p=0.2311
Day 6: p=0.2562
Day 9: p=0.5484
Day 12: p=0.1153
Day 15: **p=0.0074
Day 18: *p=0.0107
Day 21: p=0.1914

female pup weights(g)

T T T 1 U T U
1 3 6 9 12 15 18 21
days

Fig.2 Weights of FI offspring born 1o FO BP3- and vehicle-exposed
dams during lactation: a Weight (g) of female offspring (n=8 CON-
TROL; n=10 BP3) b Weight (g) of male offspring (n=12 CON-
TROL; n=19 BP3). With the data of the individual weights, the aver-
age of the litter was calculated. Average litter weights were used for

BP3 provoked a diminution in the percentage
of primordial follicles in the ovaries of F1 females
but no changes in sperm number

The analysis of germ cells populations in the ovaries (Fig. 3)
revealed significant differences between BP3 and the con-
trol group. At pnd77, previously to the beginning of FACB,
total oocytes (Fig. 3a) as well the number (Fig. 3b) and per-
centage (Fig. 3d) of primordial follicles were decreased in
ovaries of FlI female offspring born-to mothers exposed to
BP3 (Fig. 3b; d). On the contrary, no significant changes
were observed in the number (Fig. 3¢) and percentage of
antral follicles (Fig. 3¢). Besides, the oocyte diameter of
primordial follicles (Fig. 3f) showed a significant decrease
in BP3 when compared to the control group. On the other
hand, the motile sperm (CONTROL: 3.5x 10°+0.6 x 10°;
BP3: 3.8 x10°+0.3x 10° and total sperm counts (CON-
TROL: 6.8 10°+0.9x 10% BP3: 7.0 10°+0.4 x 10°) were
similar between the BP3 and control groups (n=15 CON-
TROL, n=17 BP3). These findings indicate that, at the time
of starting the FACB protocol, the females of the F1 couples
exposed to BP3 had a lower oocyte reserve while the males
had a normal sperm supply.

Hormone levels were similar between F1 females
from both groups

Serum hormone levels were measured in F1 females in the
estrous phase of the estrous cycle. Estradiol (Fig. S3a),
progesterone (Fig. S3b), and testosterone (Fig. S3c) levels
were not altered in mice perinatally exposed to BP3 when
compared to the control group. This indicated that BP3
exposure had no noticeable impact on estradiol, testosterone,
and progesterone levels at the onset of FACB.

b + CONTROL

_ 14 = BP3

(=]

= 12

£ 10

2 Day 1: p=0.2046

2 8 Day 3 *p=0.0001

e g Day 6; **p=0.0024

2 Day 9: ***p=0.0009

o 4 Day 12:***p= <0.0001

g Day 15: ***"p=<0.0001
2 Day 18: ***p=0.0007
0 Day 21: *p=0.8848

the comparison between groups. Statistical analysis was performed
using the Unpaired 7 test, data expressed as mean+SEM. *:p <0.05;
#5p <0.01; ###=:p <0.001; **#*:p<0,000]1 vs. control. BP3 benzo-
phenone-3
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Fig.3 Analysis of ovarian follicles in BP3-exposed mice before
FACB: a number of oocytes per section. b number of primordial fol-
licles by section. ¢ number of antral follicle per section. d percent-
ages of primordial follicles. e percentages of antral follicles f Meas-
urement of primordial follicle diameters. In graphs a. b, and ¢, the

BP3 exposure resulted in a decline
of the reproductive capacity of the F1 submitted
to a FACB protocol

The implementation of the FACB protocol allowed us to
assess the reproductive parameters and outcomes of the
mice exposed to the compound of interest over an extended
period. This comprehensive evaluation provides valuable
insights into the potential effects of the compound on fer-
tility, birth rates, pup characteristics, and overall repro-
ductive health. The FACB study spanned a duration of
6 months, which was divided into 4 periods (P) for analy-
sis. P1 encompassed days 0-46, P2 covered days 47-74,
P3 spanned days 77-105, and P4 extended from day 106
to 180. During each period, we analyzed the number of
births per mother (Fig. 4a) and the number of offspring
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number of animals evaluated was n=7 CONTROL and n=8 BP3,
while in graphs f, it shows the number of oocytes (=113 CON-
TROL and n=75 BP3). Statistical analysis was performed using the
Mann Whitney test, data expressed as median, *:p <0.05: #*:p <0.01:
##hF:p <0.0001 vs control. BP3 benzophenone-3

per mother (Fig. 4b). We also analyzed the weights of the
delivered F2 pups (n=47 CONTROL; n=39 BP3) and the
sex ratio (%females/total) (n=174 CONTROL; n=224
BP3). We observed that weights were similar between both
groups (CONTROL: 1.38 +0.02 mg; BP3: 1.39+0.01 mg)
and the sex ratio in control F2 oftspring was 48.8%, while
in the BP3-exposed group was 53,0%, showing that sex
ratio was not altered by BP3. A trend to a decrease in the
number of births per mother was observed in the period
P3 in the BP3 group. This trend became significant in P4,
when F1 born to BP3-exposed moms showed a signifi-
cant decrease in the number of births, indicating a decline
in fertility. Regarding the number of pups per mother, a
decrease in P4 was recorded, although it did not reach sta-
tistical significance. Notably, in P4, only one out of the ten
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Fig.4 Number of births and number of offspring born during FACB
from F1 mice exposed perinatally to BP3 and controls: a Number of
offspring per dam (n=8 CONTROL, n=10 BP3) in FACB with a
duration of 6 months analyzed in different periods (P): P1 day 0-46,
P2 day 47-76. day P3 77-105 and P4 day 106-180. b Number of off-
spring per dam (n=8 CONTROL: n= 10 BP3) per calving in FACB

females of BP3 gave birth (ten pups), while in the control
group, four out of eight mothers gave birth.

Discussion

We are continuously exposed to chemicals included in
personal care products (PCP) that may aftect our health.
BP3 is commonly used in sunscreens and other PCP due
to its UV blocking efficacy. Several studies have evidenced
that BP3 can act as an EDC (Krause et al. 2012; Santamaria
et al. 2020; Mustieles et al. 2023). Previously, we have
observed that dermal exposure to BP3 during early phases
of pregnancy (gd0-gd6) provoked FGR in the mice progeny,
showing that first week of gestation is a period sensitive
to BP3 applied to the skin. However, increasing evidence
added evidenced supporting perinatal period as also a
developmental window sensitive to EDCs action (Reynolds
and Caton 2012; Padmanabhan et al. 2016). Thus, in
the present study, our aim was to identify the effects on
reproductive parameters caused by exposure to 50 mg BP-3/
kg bw.day of BP-3 or olive il (vehicle) applied on skin from
¢d9 to pnd21 (perinatal).

We observed no differences in mother’s weights, duration
of gestation, number of pups per mother, onset of puberty
or sex ratio. The weights of the F1 pups were transiently
lower than those of the control during lactation, and estrous
cycle was not affected by BP-3. However, F1 females born
to BP3-exposed dams submitted to a FACB protocol showed
a significant decrease in number of pregnancies. This result
demonstrates that BP3 applied on the mother's skin during
middle and late gestation plus breastfeeding resulted in a

with a total duration of 6 months analyzed in different periods: P1
day 0-46, P2 day 47-76, day P3 77-105 and P4 day 106-180. Statis-
tical analysis was performed using the Unpaired t test, date expressed
as mean+SEM.#*p=0.005 vs. control. Normal distribution of the
data was assessed with the Anderson-Darling test. BP3 benzophe-
none-3

decline in the fertility of their F1 offspring. Only one of
ten females of the F1 female born to-BP3 exposed dams
became pregnant in the last period of FACB, in contrast to
four of eight in the control group. We also observed a trend
10 a progressive decline in the number of pups per mother,
indicating an accelerated reproductive decline. Our present
results contrasts with those previously reported by a study
conducted to assess the toxicity of BP3 in Swiss CD-1 mice
examining reproductive assessment by continuous breeding
(RACB) (Chapin 1997). In this study, mice given up to
9 g/kg.bw of BP3 showed an unaltered fertility index in
couples comprised by exposed F1 females and nonexposed
young male of proven fertility. This discrepancy with our
present results can be explained by some differences in the
experimental design. First, we applied a continuous breeding
protocol to couples comprised of both male and female
from F1 offspring born to BP3-exposed moms (see M&M).
We have chosen this scheme to mimics more genuinely
the real-world scenario, where practically 97% percent
of the population has measurable levels of BP3 in their
bodies (Janjua et al. 2008; Santamaria et al. 2019; Matta
et al. 2019). Secondly, we used a much lower dose than the
lowest one in Chapin’s study: 50 mg/kg.bw vs 1800 mg/
kg.bw. As usual in the endocrine disruption field, reporting
of deleterious effects at the lowest dose and no effect at the
highest ones is a frequent finding. Lastly, it allowed us to
look for alterations in both female and male reproductive
tissues as potential causes of the altered fertility, in
concordance with Task 2 of FACB protocol (Lamb et al.
1985). A similar pattern was reported for other estrogenic
EDCs such as bisphenol A (BPA) and DES, for which have
also been described a decline of fertility in F1 offspring
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submitted to forced breeding protocols (McLachlan et al.
1982; Cabaton et al. 2011). Altogether, these studies
highlight the need to pinpoint potential causes leading to
compromised reproduction of F1 offspring born to mothers
perinatally exposed to EDCs.

Our present findings are suggestive of an accelerated
reproductive decline. We asked whether germ cell
populations could be a target of BP3 in the period before the
start of the continuous reproduction protocol. In F1 males
born to BP3-exposed moms, we observed values of sperm
parameters similar to control F1 males. We also observed
that levels of estradiol, progesterone and testosterone were
comparable between control and BP3 offspring before the
onset of FACB. This result is consistent with previously
reported results arising from a study conducted to determine
the effects of maternal and lactational exposure to BP3 on
organs of offspring, where the authors showed an impaired
spermatocyte development in the testes of male offspring
in the highest dose group (50,000 ppm equivalent to 50 ¢/
kg.bw) but not in the lowest (1000 ppm equivalent to 1 g/
kg.bw) (Nakamura et al. 2015). Regarding ovaries, we found
an impoverished stockpile of follicles in the ovaries of F1
females born to BP3-exposed moms, evidenced by a low
number of total cocytes as well as a reduced number and
percentage of primordial follicles population before the
beginning of FACB. Additionally, the oocytes of primordial
follicles from F1 females exposed to BP3 had significant
smaller size compared to the control F1 females. Based on
these findings, the earlier appearance of subfertility in FI
females born to BP3-exposed mothers seemed to be linked to
an accelerated decline of the stockpile of oocytes, mainly the
primordial follicles population. Beyond the present results,
we and others described several effects of BP3 on the ovary.
In the same study, Nakamura and colleagues reported that
follicular development was delayed by perinatal exposure to
the highest dose group of BP3 (50,000 ppm), mainly due to
a significantly lower number of antral follicles (Nakamura
et al. 2015). Besides, we previously demonstrated that
in vitro exposure to BP3 disrupted the establishment of rat’s
germ cells reservoir, depending on the dose. Using whole
ovary cultures, we found that the lowest concentration (the
predicted no effect concentration or PNEC, equal to 1.32
pg/l. or 5.8 nM) decreased the population of total oocytes
together with a lower number of nests per ovary, fewer
early primary follicles, and a trend towards a decrease in
the amount of primordial and primary follicles (Santamaria
etal. 2019). As with other estrogenic EDCs (Jefferson et al.
2006; Rodriguez et al. 2010; Santamaria 2016; Santamaria
et al. 2017; Santamaria et al. 2020), our present study
supports the ovary as a target of BP3 action.

In the context of DOHaD hypothesis, the analysis of
similarities and differences between different exposure
schemes to identify vulnerable periods to EDCs becomes
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highly relevant. Some developmental repeated-dose
toxicity studies reported changes in estrous cyclicity of
the FI offspring only when BP3 was administered in the
feed at doses higher than 700 mg/kg bw/day (Chapin
1997). In agreement with these earlier findings showing
that only high doses of BP3 may adversely affect estrous
cyclicity (Mustieles et al. 2023), we observed no changes
in the estrous cyclicity in F1 females born to dermally
BP3-exposed moms 1o a lower dose (50 mg/kg.bw). On the
other hand, oral administration of BP3 was associated with
a decrease in the body weights of pups only at the highest
doses (25,000 and 50,000 ppm) (Nakamura et al. 2015).
In the present study, we observed a transient decrease of
F1 male and female offspring weights during lactation.
We observed a similar pattern of transient decrease when
BP3 was administered in early prenatal period (Santamaria
et al. 2020). Interesting to note is that BP3 was able to alter
milk protein synthesis and expression in a mammary gland
in vitro differentiation model, suggesting that poor nutrition
during lactation could contribute to transient decreases of
pups’ weights (Altamirano et al. 2015).

Because of the widely use of BP3 as UV filter in
sunscreens and cosmetics, human population is highly
exposed to BP3 (Janjua et al. 2008; Matta et al. 2019; Darbre
2022). In this context, the decline of fertility in F1 offspring
we observed in the present study becomes relevant because
we applied BP3 on skin in levels similar to the quantities
applied with a regular use of sunscreens. Furthermore,
we previously showed that this dermal dose, after its
adsorption, generated serum levels similar or lower to those
reported as absorbed to human serum after a whole-body
topical application (Janjua et al. 2008; Matta et al. 2019).
Interestingly, it was recently published a study addressing
whether urinary parabens, BP3, TCS, and BPA were
associated with self-reported infertility in US population.
They did not find any association when BP-3, TCS and BPA
if these chemicals were analyzed individually but, instead,
their combined exposures was positively associated with
infertility (Arya et al. 2020). However, the knowledge about
the impact of BP3 on fetal and neonatal development in
humans are still negligible and controversial (Wnuk et al.
2022; Teiri et al. 2023), reinforcing the need for more studies
addressing the potential influence of BP3 or mixtures with
other compounds on fertility and neonate growth.

Our findings highlight a significant association between
dermal exposure to BP3 in perinatal period and early
subfertility in F1 offspring submitted to a FACB protocol.
The link between subfertility and decreased stockpile of
oocytes and primordial follicles together with normal sperm
counts in F1 pups alludes that BP3 would be causing an
accelerated follicles depletion in the female F1 offspring. In
accordance with others, we think that additional studies are
needed to improve our understanding of the critical periods
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of development during which exposures to UV filters are
most detrimental (Bergman et al. 2012; Sutton et al. 2016;
Arya et al. 2020; Wnuk et al. 2022), In the meantime,
pregnant women and children should look alternative
photoprotection strategies such as sunscreens with mineral/
inorganic UV filters, protective clothing and avoidance of
sun exposure during midday hours.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywonds: Benzoph 3 (BP3) is a ingredient in 1 care products (PCPs) due to its well-established
:;!;lnpbemnﬂ flecti in absorbing UV radiati ducts are amoag the most widely used PCPs-containing

BP3 applied to the skin, resulting in significant human exposure to BP3 primarily through a dermal applica-

T tion. In the present work, we have tested the action of three envi lly relevant ions of BP3 (2,
e 20 and 200 pg/1) o an in viro model of imgl of murine bl and on migration ability of the

human trophcblast cell line Swan 71. We showed that BP3 caused a signifi ducticn of bl P
and a delayed hatching in a non-monotonic way. Besides, embry played a delayed in the three
BP3 groups, g in a smaller imp area on the 6th day of cullure: BP3(2) (0.32 + 0.07 mm”); BP3
(20) (0.30 + 0.08 mm’) and BP3(200) (0.25 + 0.06 mm”) in cumparison to the control (0.42 £+ 0.07 mm?). We
also found a reduced migration capacity of the human first-trimester trophoblast cell line Swan 71 in a scratch
assay when exposed to BP3: the lowest dose displayed a higher d area (UA) at 6h when compared to the
control, whereas a higher UA of the wound was observed for the three BP3 cancentrations at 18 and 24 h of
exposure. The changes in UA provoked by BP3 restored to normal values in the presence of flutamide, an
d receptor (AR) inhibitor. These results indicate that a direct impairment on early embryo implantation
and a defective migration of extravillous trophoblast cells through the androgen receptor pathway can be
postulated as mechanisms of BP3-action on early gestation with potential impact cn fetal growth.

UV filter-personal care product

exposure 1o the sun. Benzophenone-3 (BP3) or oxybenzone is one of the
main substances used as an active ingredient in sunscreens, due to its
well-established UV-absorbing efficacy (Emonet et al,, 2001; Fediuk
et al,, 2012). BP3 shows clear genic and antiand: ic effects in

1. Introduction

Endocrine-disrupting chemicals (EDC) represent a vast number of
substances present in the environment characterized by Interfering with
the activity of hormaonally regulated events and altering the homeostasis
of the endocrine system of crganisms. Of particular interest are EDC

witro, although anti-progesterone and thyroid actions cannot be excluded
(Mustieles et al, 2023; Schlumpf et al, 2001). Besides, some studies
reported effects on estrous cyclicity in mice in response to BP3 (iar-
iagina et zl., 2020) while other reported short-term changes in estrogen

present in personal care products (PCF), such as cosmetic, or
shampoo. Most exposures to EDC from PCP are by dermal application.
One of the most widely used dermal PCPs are sunscreen products, which
have become zn integral part of summer routine for the general popu-
lation, mainly due to a growing awareness of the risks derived from

* This paper has been recommended for accepiance by Wen Chen
* Corresponding author.
E-mail address: harodrig@/(beh.unl.eduar (H.A. Rodriguez).

httos://dol.erg/10.1016/) envpel.2024.123840

ptor (ER) reg gene exp in the uterus and mammary
glands, in mice (LaPlante er al, 2018; Majhi et al., 2020; Matouskova
et al., 2020) or in pituitary, hippocampus and corex in rats (Krzyza
nowska et al, 2018; Schlecht et al., 2004), Additionally, the mammary
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Abbreviations

BP3 Benzophenone-3

PCPs Personal care products

EDC Endocrine-disrupting chemical
AR Androgen receptor

ER Estrogen receptor

ad Gestation day

UEGCs Uterine epithelial cells

cM Inner cells mass

gland has been indicated also as a target of BP3 adverse effects (Alta-
mirano et al.,, 2020; LaPlante et al., 2018; Matouskova et al., 2020).
Humans are highly exposed to BP3 mainly through the dermal appli-
cation of sunscreen products that contain it (Matia et al., 2010 Mus
tieles et al., 2023) BP3 and its bolite, 2,4-dihyd! b
are detectable in plasma and urine be(ween 1 and 4 h after lhe topieal
application of different sunscreen creams on the skin (Janjua et al,
2008), Accordingly, BP3 and/or its derivatives were detected in 96.8%
of the United States population studied in the period 2003-2004 (Calafar
et al., 2008). On the other hand, the US Food and Drug Administration
(FDA) recently conducted comprehensive surveys to assess the impact of
various UV filters. The results led that BP3, admini i through
different sunscreen formulations, was systemically absorbed, with
plasma concentrations exceeding the FDA threshold for potentially
waiving some of the additional safety studies for sunscreens (Matta
et al, 2020; Matta et al., 2019). Furthermore, these studies provided
evidence supporting specific concentrations as relevant thresholds for
human population exposure (see M&M). In addition, because BP3 is a
moderately lipophilic pound, it can late and remain in the
sediments and floating particulate matter of different aquatic ecosys-
tems: rivers, drinking water, and aquatic effluents (Balmer et al., 2005;
Cuderman and Heath, 2007 Loraine and Pettigrove, 2006; Stackclbcrg
et al, 2004), as well as b I in living
both plants, animals and human (Molins-Delgado et al., 2018; Diaz- Fruz
et al., 2019; Song et al., 2020; Klancic et al., 2022; Mao et al., 2022).
Recently, we have shown that BP3 alters follicular assembly in vitro
(Santamaria et al,, 2019). More importantly, we found that BP3 causes
fetal growth retardation (FGR) in mice when it is dermally administered
in the first days of gestation, demonstrating that early exposure to BP3
has detrimental effects on fetal develor We also confirmed that
BP3 can cross the placental barrier and persists in amniotic fluid longer
than in circulating blood, remaining in direct contact with fetuses in a
critical developmental period (Santamariz et al., 2020). However, the
underlying mechanisms of action were not established. Thus, we hy-
pothesized that BP3 can exert an adverse action on early critical aspects
of embryo develop and pl fon that could contribute to the
FGR phenotype. In the present work, we have tested the action of BP3
using a modified version of a previously developed in vitro model of
anchoring and impl of murine bl sts (Zenclussen et al,,
2011) as well as by analyzing the migration ability of the human
trophoblast cell line Swan 71 (Kisanga et al.,, 2019), a critical property of
extravillous hobl for deli | spiral arteries and
blishi; placental circulation to support fetal growth (Kisanga
d three envi Ly rel concentrations

etal., ?,O'I";i. We sel
of BP3 to explore its potential effects on embryo morphology, expansion,
hatching, and in vitro i Additionally, we assessed its impact
on trophoblast migration using a scratch wound migration assay.
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2. Materials & methods
2.1. Implantation assay of murine blastocysts

2.1.1. Treatment conditions

The stock solution of BP3 (Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina)
2 mg/mL was diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich).
BP3 concentrations used in our experiments were: a) 2 pug/L (BP3(2)),
based in the predicted no effect concentration (PNEC) for aquatic en-
vironments (Kim and Choi, 2014), and similar to residual levels of BP3
reported in blood 17 days after the last sunscreen application (Matia
ctal, 2020); b) 20 pg/L (BP3(20)), similar to the levels of BP3 detected
in serum and in amniotic fluid of pregnant mice exposed to BP3 from
gestation day (gd) 0 to gd 6 by dermal exposure (Santamaria et al.,
2020), and also to the residual levels in skin 10 days after the last UV
filter application (Marta er al_, 2020); and ¢) 200 pg/L (BP3(200)), based
in plasma concentrations reached by BP3 after a whole body topical

lication of inh (Janjua et al., 2008), and after 4
days of topical application of BP3-containing sunscreen (Matta et al,,
2020). Before each assay, BP3 dilutions were performed in medium A:
Dulbecco’s modified Eagle’s medium F12 (DMEM/F12, Gibco, Buenos
Aires, Argentina) containing 15 mM HEPES (Gibeo) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS, Natocor, Cérdoba, Argentina) as well as
antibiotic-antimycotic (Gibeo). Blastocysts of the control group (Con.)
were exposed to the vehicle: medium A with DMSO at 0.01% (0.1 pM).

2.1.2. Animals
For our study ten female and five male C57BL/6J mice (weight range
14-17 g and 7-8 weeks old) were procured from the Centro de Medicina
Comparada - ICIVET Litoral (UNL, CONICET, Santa Fe, Argentina).
These mice were subsequently housed and maintained within our
research facilities. Health assessments were provided by the vendor
confirmed the absence of known viral, bacterial, and parasitic pathogens
among the mice. The mice had ad libitum access to both water and food
and were housed in a controlled environment with a constant temper-
ature of 22 = 2 “C, humidity maintained between 40% and 60% and a
14-h light cycle, spanning from 06:00 to 20:00 h. Animal welfnre was
i throughout by daily ing of bet and
cage environment. This continuous vlgllance allowed us to promptly
address any signs of distress or health issues. Experiments commenced
after a two-week acclimatization period, during which the mice adapted
to their new surroundings. All experiments are reported in compliance
with the ARRIVE guidelines (Percie du Sert et al., 2020). All protocols in
this study were designed in accordance with the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals issued by the U.S. National Academy of
Sciences and were approved by the Advisory Committee on Ethics and
Safety Research of the Facultad de Biogquimica y Ciencias Bio-
1égicas-UNL, Santa Fe, Argentina (CE permit number: 2018-62).

2.1.3. Collection and co-culmre of mouse hlastocysts and uterine epithelial
cells

Blastocysts were cultured for of in virro i
based on a previously established in vitro model of blastocyst hatching,
attachment and trophoblast expansion (Zenclussen et al., 2011), where
the blastocysts are co-cultured with a 1 of uterine epithelial
cells (UECs) obtained from the same pregnant animal. Briefly, C57BL6
females were mated with CS7BL6 males and on 3.5-day post coitum
(dpe), female mice were euthanized (n = 10). Uterine horns were
removed, trimmed from the ovaries and other excess tissues, and placed
on sterile Petri dishes with 15 mL of HBSS (Hank's Balanced Salt Solu-
tion without Ca®* and Mg?' containing penicillin, streptomycin and
Fungizone®) (Gibco). Next, the blastocysts were flushed with medium A
in a 24-well plate (Greiner Bio-One, Argentina). The presence of blas-
tocysts was verified under an inverted microscope and immediately
placed on an incubator at 37 °C, 5% CO; until co-culture with the UECs
at the next day. The media used for collection and culture of blastocysts

1
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was medium A, as defined above. Five independent trials (10 female
mice) were performed; blastocysts obtained from each pregnant animal
were randomly assigned to different treatment groups in each trial.

For obtaining the UECs, after flushing the blastocysts, every uterine
horn was cut in sections and incubated with digestion buffer [1 mL of
2.5% trypsin (Sigma-Aldrich) and 1.5 mL of HBSS] during 60 min at4°C
followed by 60 min at 37 °C, both under agitation. After incubation, 5
mlL of medium A was added to stop the digestion and the digested tissue
was transferred to a Petri dish. Then, we gently swept the uterine horns
with scrapers to detach the UECs. The suspension containing the UECs
and tissue debris was recovered and filtered (pore size 70 pm). The
resulting suspension with UECs was centrifuged at 300:g for 10 min at
room temperature (RT) and the pellet was washed with medium A. After
the final washing step, cells were cultured at a density of 50,000 cells/
well in 96-well for 24 h until co-culture with blastocysts. The use of
animals was kept to an abselute minimum required to achieve statistical
significance for validation purposes; a total of 15 mice (10 female and 5
male) were used for the experiments described in this paper.

2.1.4. Expasure of blastocysts to BP3

After 24 h of blastocysts collection, UECs medium A was replaced
with 200 pl/well of BP3(2), BP3(20), BP3(200) or vehlcle (Con.), pre-
pared as detailed above. Then, the bl ysts ly assigned ro
vehicle or BP3 groups, were placed individually into each 96-well plate
containing the attached UECs. Blastocysts and UECs were co-cultured
for 6 days at 37 °C and CO; atmosphere (5%). After 48 h, fresh me-
dium was renewed once.

2.1.5. Assessment of blastocysts morphology
Blastocyst morphology was analyzed microscopically and recorded

every 12 h using an inverted phase-contrast microscope (Olympus,
magnification: 10 and 20X) and a Nikon Coolpix L20 camera. Pictures
were analyzed using the Image-Pro Plus 5.0 program after calibration
with Neubauer chamber. Embryo morphology was classified according
to the following criteria: blastocyst (embryos with an intact zona pel-
lucida), hatched blastocyst (embryos that protruded partially or

completely from the zona pellucida); expanded bl (hatched
blastocysts with an i in di pared to the blastocyst or
hatched bl stages). The of blastocysts was quantified

as the quotient of the blastocysts area ar 24 h and the area at time
0 (Acr:24n)/Acroony), where T:0h correspond to the beginning of the co-

Envirommental Pollution 349 (2024) 123840

Montevideo, Uruguay) in medium B at 5% COz and 37 "C for 2-3 h. After
incubation, cells were washed (2-3 times) with Phosphate Buffered
Saline (PBS), harvested using 0.05% trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) and
seeded in 12-well plates at density of 100,000 cells/well in medium C:
DMEM without phenol red (Sigma-Aldrich), supplemented with 4 mM L-
glutamine, 1 mM sodium pyruvate and 5% charcoal stripped FBS
(Sigma-Aldrich) and incubated at 5% CO; (37 “C) for 24 h until exper-
imental exposition.

2.2.2. Scratch wound migration assay

The scratch assay is a simple and effective tool used to determine
how different conditions affect cell migration (Abbas et al., 2020;
Kisanga et al., 2019). A uniform wound was created in a 90% confluent
Swan 71 cell monolayer using a sterile 200 pl micropiperte tip and
washed with PBS twice to remove the detached cells. The medium C of
12-well plates was replaced for 1 mL/well of medium C plus BP3(2), BP3
(20) or BP3(200), with and without 1 pM of AR inhibitor Flutamide
(Thermo Scientific). Thus, the control group (Con.) was Swan 71 cells
exposed to the vehicle (medium C plus 0.1 pM DMSO). The stock solu-
tion of Flutamide (Inh.) 276 mg/mL (1 M) was diluted in ethanol
(Merck, Buenos Aires, Argentina). The control group (Con.) in the assays
with Inh, was Swan 71 cells exposed to the vehicle (medium C plus 0.1
M DMSO and 0.1 pM ethanol). Cell migration ability was evaluated by
measuring the percentage of wound closure area at 0, 6, 18 and 24 h
after scratching. The results were expressed as percentage of uncovered
area (% UA, uncovered area at 6, 18 or 24 h/uncovered area at 0 h) x
100) after 6, 18 and 24 h. The uncovered areas were determined using
Tmage J software.

2.2.3. RNA isolation, reverse transcription and quantitative real time PCR
(RT-qPCR)

The Swan 71 cells were seeded in 6-well plates (density 200,000
cells/well) in medium C with vehicle or different BP3 concentrations
with/without addition of Flutamide (1 M) for 48 h. Total RNA from
culrured cells was isolated after rreatment using TRI Reagent® (Sigma-
Aldrich) according to the manufacturer's instructions. To determine
whether BP3 may have an effect on gene expression involved in
trophoblast survival, migration and invasion capacity, we measured the
expression of the following genes: Survivin as an anti-apoptotic marker
(Fest et al, 2008); matrix mertalloproteinase 2 (MMP2) and
ussue-specnﬁc inhibitor of MMP2 (TIMPZ), both related to embryo im-

culture of the blastocysts and the UECs. Some blastocysts sh da
space of variable size between the trophectoderm and the zona pellucida
or cell fragmentation, and those were referred as degenerated blastocyst,
i.e., either unexpanded embryos with a space between the trophecto-
derm and the zona pellucida or embryos with cell fragmentation. At the
beginning of the experiment, all blastocysts were sur ded by the

and hobl (Wang et al., 2015); DNA methyl-
lmnsfemse 1 (DNMTI), involved in the transcriptional regulation of
E-cadherin during the implantation process, as a marker of migration
and invasion (Liu et al., 2016; Wang et al, 2015) and Laminin a-4
(LAMA4) that pi s trophobl cell i , migration, and
(Shan et al., 4015) An optimized reverse-transcription

zona pellucida, showed a single layer of trophectoderm enclosing the
cells of inner cells mass (ICM) and a blastocoele cavity. For each blas-
tocyst, the following par were blished: blastocyst total area
(mm?), hatching and implantation time (h), and the implantation area
(mm?) at 6th day of culture (144 h).

2.2. Migration ability of human trophoblasts

2.2.1. Trophoblast cell line

Swan 71, an immortalized first trimester human trophoblast cell line,
was used throughout this study. The cell line Swan.71 was kindly pro-
vided by Dr. Gil Mor, Department of Obstetrics, Gynecology, and
Reproductive Sciences, Yale University School of Medicine, USA, The
Swan 71 cells were maintained in medium B: DMEM (Gibco) supple-
mented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (HyClone,
Thermo-Fisher, Montevideo, Uruguay), and maintained in 75 em? cul-
ture flasks at 5% CO; and 37 “C. For the migration assays, mitotically
inactivated Swan 71 cells were used. Mitotic inactivation was induced
by incubating cells with 10 pg/mL mitomycin C (Sigma-Aldrich,

qu'PCR protocol (Santamaria et al,, 2019) was used to analyze the
mRNA relative expression levels of AR and the molecules previously
described. Briefly, RNA (1 pg) was reverse transcribed to cDNA using
M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen) and oligo(dT) primers (Invi-
trogen). Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) assays were performed
using HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (Solis BioDyne; Bio-
cientifica) and a Step One thermocycler (Applied Biosystem). We
lected Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehyd (GAPDH) as the
normalization gene for the qRT-PCR assays (Fig. 1 of Supplementary
Data) After initial denaturation at 95 °C for 15 min, the reaction
was subjected to ive cycles of denaturation at 95 °C for
15 s, annealing at 55-60 °C for 15 s, and extension at 72 °C for 15 s,
Product purity was confirmed by dlssocxauun curves and random sam-
ples were subjected to agarose gel electrop! sis. Controls ini
no template DNA were included in all assays, yielding no conststent
amplification, All PCR reactions were conducted from three indepen-
dent cell culture experiments. Significant differences in gene expression
(p < 0.05) were assessed through the Pair Wise Fixed Reallocation
Randomization Test©35 performed by using the Relative Expression
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area (at 6th day) were analyzed
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Fig. 1. images of bl (Con.n = 15, BPB[Z) n= 14, BP3(20) n = 13 and BP3(200) (n = 15) obmlned from 3.5 days-pregnant females and, after
24 h, transferred to the UECs 1 Blas logy, | phobl tgrowth and i i
microscopically and recorded.

Software Tool REST® 2009 v. 2 (Pfaffl et al., 2002).

2.3. Statistical analysis

Data are presented as mean = standard error of the mean (SEM) or
mean. The corresponding figure | ds indicate the number of samples
or experiments performed as well as the statistical test used, and the

corresponding p values obtained. p < 0.05 was considered significant.
GraphPad Prlsm 5.0 was med to perform the statistical analyses.
Hartching and were analyzed using two statistical ap-

proaches: ata specxﬁc time and during the entire experimental time. For
the first analysis, we identified the time at which all the control blas-

tocysts were gorized as hatched or impl “Wet.henusedthis

6.

3. Results

3.1. BP3 showed a non
blastocysts

ic effect on percentages of deg d

At the beginning of the experiment, all blastocysts were surrounded
by the zona pellucida, showed a single layer of rrophectoderm enclosing
the cells of ICM and a blastocoele cavity (Iig. 1). After 24 h of culture,

some bl 'ysts sh d a space b the trophectods and the
zona pellucida or cell frag; tion, and those were referred as
d ing bl none of the blastocysts of the control
gmup (Con.) howed signs of d tion, a higher p of

time to pare the per ges of hatched or i
BP3 groups and analyze the differences using C'hl -square and Flsher ]
exact test. For the entire experi 1 time, a was
carried out to model the dala (Aguiar et al,, 2003) using the following
equation:

A A

14e= .

y=4; +

where x is the independent variable, A; and A are the upper and lower
limits of the sigmoid, respectively, ¥, is the center of the sigmoid, and dx
is directly related to the independent variable range where the abrupt
change of the dependent variable occurs. The relation x+2dx is a
deseriptor of the time in which an effect occurs. To analyze the possible
difference between the samples, the dx parameter was the estimator
used in the test «. The Boltzmann analysis was performed using Origin®

were observed in groups BP3(2) (56% &: 16)
and BP3(200) (40% = 12) from 24 h to 72 h onwards, respectively (see
Table 1),

lele 1

bl P of in virro degenerating blastocysts ob-
lained BP3(2) (n = |4). BP3(20) (n = 13) and BP3(200) (n = 15) groups. Data
represents Percentage (%) + SEM and statistical analysis was performed using
Chi-square and Fisher's exact test. *P < 0.05,

Degenerating blastocysts

BP3(2) 56.4% = 16.3*
BP3(20) 0.0

BP3(200) 39.6% = 12.3*
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3.2. BP3 decreased bl cpansion in a non ic way

Blastocysts expansion was observed in all blastocysts of the control
group during the first day of culture (Fig. 2). The quotients of the BP3(2)
(1.2 £ 0.3) and BP3(200) (1.1 + 0.3) groups were smaller than the
vehicle group (1.7% - 0.6), indicating a diminished expansion of the
blastocysts exposed to the lowest and highest dose of BP3 (I'ig. 2). No
difference was observed in BP3(20) (1.5 + 0.3) compared to control
group (Con.), d ic effect of BP3 on blasto-
cysts expansion.

.a.\‘ins a

3.3. BP3(2) and BP3(200) impaired blastocysts hatching

As was explained in M&M, we performed two statistic approaches to
analyze these temporal data. First, we determined that all the control
blastocysts were hatched at 36 h and that percentage of hatched blas-
tocysts at 36 h of culture was lower in BP3(2) (46.6% + 16.6), and BP3
(200) (39.9% = 12.5), with no difference in BP3(20) (91.6% + 8.3)
(Fig. 3 A). Then, we analyzed the entire temporal variation between the
groups (Fiz. 3 B). The results of the t-test on the Boltzmann parameters
comparing the BP3 groups with control group showed similar results to
the analysis at 36 h, i.e., p-values lower than 0.05 for Veh. vs. BP3(2) and
200 and 0.430 for Con. vs. BP3(20). Based on both analyses, we can
conclude that hatching was negatively affected by BP3 in a non-
monotonic way.

3.4. Effect of BP3 on blastocysts implantation

All blastocysts of the control group (n = 15) were attached to the
UECs monolayer at 60 h. We observed that the percentage of attached
blastocysts at 60 h was significantly lower in BP3(2) (67% = 14; p <
0.05), and BP3(200) (47% = 13; p < 0.05), with no difference in BP3
(20) (79% = 13). On the other hand, we observed that all blastocysts of
BP3(20) (n = 13) completed the attach implantation to UEC at 72
h, whereas a percentage of blastocysts were not able to complete the
implantation even after 120 h in both BP3(2) (n = 14) and BP3(200) (n
= 15), (Fig. 4 A). The evaluation of these temporal patterns by Boltz-
mann analysis showed that the attachment to the UECs monolayer was
significantly delayed (p < 0.05) in the three BP3 groups (Fig 4 B).

Moreover, at the end of the experiment {144 h), the implantation

Blastocysts expansion (24 h)

- N
o o
1 I

A(1:24n) A(T:0n)
5

Con. BP3(2)
Fig. 2. The effect of BP3 on the expansion of the blastocysts at 24 h of culture.
(Con.: N = 15, BP3(2): N = 14, BP3(20) = 13 and BP3(200) = 15). Data
represents mean + SEM. Statistical analysis was performed using the Kruskal-
Wallis test foll d by Dunn’s Itipl: test. *P < 0.05. **P
< 0.005.

BP3(20) BP3(200)
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Fig. 3. [A) Percentage of in vitro hatched blastocysts obrained for Con. (n = 15),
BP3(2) (n = 14), BP3(20) (n = 13) and BP3(200) (n = 15) groups, which were
analyzed every 12 h. Data represents mean + SEM. Statistical analysis was
performed using Chi-square and Pisher's exact test. *P < 0.01. ***P < 0.001,
(B) Fitting of the percentage of in vitre hatched blastocysts obtained for Con. (n
= 15), BP3(2) (n = 14), BP3(20) (n = 13) and BP3(200) (n =~ 15) groups, which
were analyzed every 12 h using the Boltzmann model.

area was smaller in BP3(2) (0.32 + 0.07 mm?); BP3(20) (0.30 + 0.08
mm?) and BP3(200) (0.25 + 0.06 mmz) in comparison to the control
(0.42 £ 0.07 mm?), (Fig 5).

3.5. Effect of BP3 an migration of the trophoblast cells

We next evaluated the BP3 effect on trophoblast cell line

using a scratch assay. Interestingly, the lowest dose of BP3 displayed a
higher uncovered area (UA) at 6h when compared to the control,
whereas a higher UA of the wound was observed for the three BP3
concentrations at 18 and 24 h of exposure (Fig. 6, and Fig. 2 in Sup-
plementary Data). These results support the conclusion that BP3 is able
to reduce the migration of Swan 71 cells. Besides, we observed that BP3
augmented the expression of AR mRNA levels in all assayed concen-
trations, whereas TIMP2 and LAMA4 were increased only in the BP3(2)
group (Fig. 2 in Supplementary Data). ER mRNA was undetectable (re-
sults not shown). In order to confirm whether BP3 acts via an AR-
dependent pathway, we analyzed if BP3 effects persisted or were

dinthep of fl ide, an AR inhibitor (Inh.). Our results
showed that the UA of wound was similar between the BP3 groups and
the control group, when in the presence of flutamide. This clearly in-
dicates that BP3 exerted its effect on the migration of Swan 71 cells
T h an AR-depend. hway (Fig. 6). The mRNA expression of

P

ug!
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Fig. 4. (A) The percentage of in vitro attached blastocysts abtained for Con. (n
= 15), BP3(2) (n = 14), BP3(20) (n = 13) and BP3(200) (n = 15), which were
analyzed every 12 h. Data represents mean = SEM. Statistical analysis was
performed using Chi-square and Fisher's exact test. *P < 0.05. (B): Fiuting of the

of in vitro hed bl k d for Con, (n = 15}, BP3(2) (n
= 14), BP3(20) (n = 13) and BP3(200) (n = 15), which were analyzed every 12
h using the Boltzmann model.

Implantation area
0.5
0.44
,.E 0.34

0.2+

0.1

0.0+
Con.

BP3(2)

Fig. 5. The effect of BP3 on the impl

BP3(20) BP3(200)

area of the bl ysts at 144 h of
culture. Bl ined per Con. = 15, BP3(2) = 14, BP3(20)
= 13 and BP3(200) - 15. Data represents mean = SEM. Statistical analysis was
performed using the Kruskal-Wallis test followed by Tukey's multiple com-
parisons test. *P < 0.05; ***P < 0.001; “***P < 0.0001.
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AR, TIMP2 and LAMA4 were also restored when flutamide was added to
the culture medium (Fig. 2 in Suppl ry Data). Altogether, these
results demonstrate that relevant doses of BP3 are able to disrupt the
migration ability of the trophoblast cell line Swan 71 via an AR-
dependent pathway.

4. Discussion

The in vitro model of blastocyst attachment, as described by Zen-
clussen et al. (2011), serves as a valuable tool to assess alterations in the
timing of anchorage, implantation, and variations in the implantation
area lnduced by different substances, We observed a noteworthy

d P (NMDR) to BP3 in blastocyst expansion
and the percentage of degenerating embryos, particularly evident with
BP3(2) and BP3(200) concentrations. Furthermore, all three concen-
trations of BP3 (BP3(2), BP3(20), and BP3(200)) resulted in delaycd
g and embryo impl ion with a lower i
tion area with all BP3-treated blastocysts. These findings collectively
offer compellmg in vin'o cvidenec that BP3 significantly impacts early
devel | stages, with previous reports (Jin et al., 2020).
Importantly, our in vitro msulls underscnrc the broad-reaching impact of
BP3, indicating that in vitro embryo develop and the subseq
implantation potential of the blastocyst stage are sensitive to BP3 across
a wide range of concentrations. This toxicity across a broad range of
concentrations becomes even more relevant when considering recent
findings indicating that the human population is exposed to such n
spectrum of concentrations. , Matta and coll
sequential surveys to assess various UV filters, mcludmg BP3 (Matta

et al, 2020; Marta et al, 2019), following FDA guidance. The FDA
ds that active ingredi rating sy

absorption greater than 0.5 ng/mL should undergo nonclinical toxi-

cology including additional develop | and reproduc-

tive studies. The initial study represented maximal usage, with
applications at least every 2 h (Matta et al., 2019), while the subsequent
follow-up study provided further insights into sy posure (Matta
et al., 2020). This encompassed residual skin amounts during the
wash-out phase and plama concentrations up to 17 days
e of all tested ingredients surpassed
0 5 ng/mL after a single application, persisting above this threshold for
up to 23 h. Notably, BP3 exhibited the highest blood levels
post-application, reaching a maximum plasma concentration of 94.2
ng/mL for lotion on day 1. Throughout the study, BP3 levels peaked at
258.1 ng/mL. Additionally, BP3 remained above 0.5 ng/mL in more
than 50% of participants for up to 21 days, with values of 5.1 ng/mL at
day 14 and 1.3 ng/mL at day 21 (10 and 17 days after the last sunscreen
lotion application). Remarkably, very high levels of BP3 persisted in the
skin at days 7 and 14. The findings from Marta and colleagues under-
score that human exposure to BP3 spans a broad spectrum of concen-
trations, akin to those utilized in our present study, where we

blished their p ial to ad ly affect embryonic development.
This lation k the rel e of present findings to
real-world scenarios and underscores the need for further research to
comprehend the impact of sy i posure (o BP3-c ining
products,

As we stated above, our previous findings about the negative impact
of BP3 in fetal growth prompted the question about the mechanisms
leading to this phenotype. Because uterine spiral artery (uSA) remod-
eling is a milestone in pregnancy, as it conditions the blood flow from
the mother to the fetus, FGR is thought to be a consequence of impaired
uSA remodeling (Lyall et al,, 2013). One cell type highly relevant for

uSA deling is hobl Trophabl. need to mig and
replace endothehal cells of the uSAs (V\hme) and Cartwright, 2010).
Trophoblasts are possible targets of BP3 as they express hormone re-
ceptors and are sensitive to hormones as many in vitro studies confirmed
(Jensen et al,, 2010}, Therefore, we proceeded to evaluate if BP3 can
affect the migration capacity of trophoblasts performing scratch assay
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Fig. 6. BP3 effects with and without an AR inhibitor (Flutamide, 1 pM) on the migration ability of Swan 71 trophoblasts after 6 h (A), 18 h (B) and 24 h (C). The
results are presented as percentage of uncovered area (% UA) at the analyzed time. Data are expressed as mean = SEM. Statistical analysis were performed using the

Kruskal-Wallis test followed by Mann Whitey U test. *P < 0.05, **P < 0.01.

with Swan 71 cells. In this assay, a gap is created by ‘scratching’ a
monolayer of cells, and the migration rate is determined (Abbas et al.,
2020; Kisanga et al., 2019; Liang et al., 2007)). We found that BP3
impaired the ability of trophoblasts to cover the injured area in the
scratch assay (Fig. ). On the other hand, we found that AR mRNA levels
were increased by the three concentrations of BP3 assayed. When flu-
tamide, an inhibitor of AR, was added to the media, the migration ca-
pacity of the trophoblast cells was restored. We have thus di

threshold associated with BP3.
Ethical approval

The experimental protocols were designed in accordance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals issued by the U.S.
National Academy of Sciences and approved by the Ethical Committee of
the Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas (FBCB-UNL, Santa Fe,

that trophoblasts are targets of BP3 action through the AR pathway,
resulting in a diminished migration capacity upon exposure to BP3. On

Argentina: code CE, 2018-62).

hieal fundi

the other hand, it has been recently reported that human hobl

organoids exposed to DHT (dihyd hibited a reduction
in trophoblast differentiation and invasion capacny. an effect that was
also mitigated by flutamide (ITacjlang et al.. 2023). G ly, it

This work was funded by grants from ANPCyT (Agencia Nacional de
P i6n Cientifica y Tecnolégica) Projects PICT 2018-03617 and

appears that BP3 exerts a comparable effect to DHT, at least in terms of
trophoblast migration ability. Intriguingly, the same report indicated
that embryos from pregnant mice exposed to DHT were smaller, and
bly, when hers were ¢ d to DHT and flutamide, embryo
size resembled that of controls (I1acjiang et al., 2023). In a prior study,
we demonstrated BP3-induced FGR in pregnant mice exposed to BP3 via
the dermal route during early prenatal stages (Santamaria eral., 2020).
Consxdermg tbwe results in combination with the gene expression
g altered exp! of TIMP2 and LAMA4 when exposed
to BP3 we conslder that BP3 may have an impact on the invasion ca-
pacity of trophoblasts. However, additional experiments should be
performed to confirm this hypothesis.

5. Conclusions

In summary, our investigation revealed that blastocysts exposed to
BP3 exhibited a temporary delay of in the attachment reaction, resuluns
in discernible differences in sul

posti ion d
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Despite prevailing evidence that endocrine-disrupting  chemicals (EDCs) may exert effects across multiple
Benzophenane 3 pregnancies, most studies focus on the first pregnancy Using a multiparity murine model, we evaluated the ef-
Bisphenol A fects of | pl -3 (BP3), bisphenol-A (BPA) or the combination (BP3 +BPA) exy over two gestational
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periods (P1 and P2) on pregnancy outcomes and the gonadal function in female offspring from each pregnancy.
While maternal weight, litter size, and sex ratio were unaffected, gestation length was altered in BPA and
BP3 +BPA groups both in P1 and P2. Ovulation was affected in P2 offspring in all EDC exposed groups. Notably,
antral follicle numbers were reduced in all exposed groups, while BPA and BP3 +BPA exposure diminished the
primordial follicle reserve in P2 offspring. Estradiol levels were elevated in P2 offspring in the BP3 +BPA gronp
with hCG stimulation. These findings highlight the importance of considering cumulative exposure and exposure
to combinations of BP3 and BPA when assessing the long-term reproductive effects of EDCs.

1. Introduction Two EDCs ly p in PCPs are b phenone-3 (BP3) and
bisphenol-A (BPA). BP3 is a UV filter widely used for sunburn and skin

Endocrine disruptors are chemical compounds that interfere with the cancer prevention (Mustieles et al., 2023; Wnuk et al., 2022), BPA, is a
normal functioning of the hormonal system, potentially leading to a ubiquitous chemical widely used in the production of plastics and resins,

variety of diseases. These disruptions can have significant impacts on commonly found in everyday products such as cosmetic packaging and
human and animal health, including adverse effects on the reproductive the inner lining of cans (Hoekstra and Simoneau, 2013; Michatowicz,
system, increased risk of cancer and hypothyroidism, metabolic disor- 2014). This widespread exposure makes understanding the potential
ders such as obesity, and even neurological problems health risks of BP3 and BPA a key research priority.

(Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Gore et al., 2015; Ullah et al., 2023). Our group has previously evidenced that the gonads are sensitive
Notably, recent studies have identified personal care products (PCPs) as targets of BP3 and BPA action. Perinatal exposure to BPA (50 pg/kg per
a source of several endocrine disruptor chemicals (EDCs), particularly day) has been shown to alter ovarian physiology in offspring, altering
those designed for dermal application, which often stay in prolonged their resp to dotropin tr later in life
contact with the skin (Matta et al., 2020; Darbre, 2021). (Santamaria et al., )017] Addmonally, we found that BP3 can affect
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follicular development in vitro during early stages (Santamaria et al.,
2019) and reduces the oocyte pool in female offspring, at a dose of
50 mg/kg per day, leading to subfertility in adulthood (Galliani et al.,
2024). However, despite these findings, key questions remain unan-
swered. It is unclear whether exposure to a lower, more environmentally
relevant dose of BPA, may still impact ovarian physiology. The European
Food Safety Authority (EFSA) established a temporary tolerable daily
intake (t-TDI) of 4 pg/kg body weight/day in 2015. In 2023, based on
new immunotoxicological evidence, EFSA recommended a drastic
reduction of this threshold to 0.2 ng/kg bw/day, which was formally
adopted in Regulation (EU) 2024/3190 (EFSA Panel on Food Contact
Materials et al., 2023) and came into force in January 2025 (European
Commission, 2024). Importantly, transitional periods defined in the
regulation allow continued BPA exposure from previously approved
materials until 2026-2028, depending on the product type. Similarly,
BP3's potential to alter ovarian response to gonadotropin treatment and
the effects of combined BP3 and BPA are yet to be explored. Further-
more, most research has focused on the outcomes of a single pregnancy,
even though growing evidence suggests that reproductive and endocrine
parameters may be modulated not only by exposure to EDCs but also by
the number of pregnancies itself. Repeated pregnancies can alter the
organism’s physiological response to subsequent exposures (Bridges,
2015), potentially modifying susceptibility to EDCs. This differential
sensitivity may arise from physiological adaptations induced by multi-
parity, including changes in ovarian reserve, metabolic state, and
hypothalamic-pituitary-gonadal axis sensitivity (Meitill et al., 2021,
Moon et al., 2023; Rebholz et al., 2012; Vicente et al., 2022). Therefore,
assessing the effects across two pregnancies provides a more integrative
perspective on cumulative risks associated with parity, a biologically
relevant context often overlooked in endocrine disruption studies. In
this context, it is important to consider in women with multiple preg-
nancies the cumulative impact of such exposures.

This study investigates the effects of prenatal exposure to BP3, BPA,
and their mixture (BP3+BPA) on gestational parameters and ovarian
response to exogenous gonadotropin administration in offspring from
two successive preg ies. Using envir lly relevant doses of
BPA and BP3, this research aims to better understand the risks associ-
ated with low-dose exposure. By examining these effects across multiple
gestations, the study provides novel insights into how cumulative
exposure and multiparity influence the reproductive impacts of BP3 and
BPA.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Forty-nine female C57BL/6 mice, weighing 14-17 g and aged 6
weeks, were obtained from the Centro de Medicina Comparada - ICIVET
Litoral (UNL, CONICET, Santa Fe, Argentina). Upon arrival at our
research facility, the animals were housed for two weeks to acclimate
and adapt to their new environment. Health evaluations confirmed the
absence of known viral, bacterial and parasitic pathogens in the mice
provided by the supplier. The animals had ad libitum access to both
water and food and were housed in a controlled environment main-
tained at a constant temperature of 22 + 2 °C, with a 14-hour light cycle
from 06:00-20:00 h. Their welfare was ensured through daily assess-
ments, including monitoring of their appearance, behavior and cage
conditions. This continuous monitoring allowed the prompt detection
and management of any signs of distress or health issues. Following the
two-week acclimatization period, the experiments commenced.

All experimental procedures adhered to the ARRIVE guidelines
(Percie du Sert et al., 2020) and complied with the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals of the US National Academy of Sciences.
In addition, the protocols used in this study were approved by the
Advisory Committee on Research Ethics and Safety of the Faculty of
Biochemistry and Biological Sciences-UNL, Santa Fe, Argentina (permit
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number CE: CE2018-61-C).
2.2. Dosing solution

The BPA solution (99 % purity, Sigma-Aldrich, Buenos Aires,
Argentina) was administered orally by micropipette-guided drug
administration (MDA) following established protocols (Schalbetter
et al, 2021) at a dose of 4 pg/kg bw/day, adjusted to the animal's
weight. The MDA technique consists of delivering the solution directly
into the animal's oral cavity using a calibrated micropipette. Adminis-
tration is considered complete once full volume has been voluntarily
consumed. The solution is dispensed only while the animal is actively
licking the pipette tip, and does not require full restraint or invasive
procedures, thereby minimizing stress and allowing precise control of
dose and timing. This approach allows for accurate control of both dese
and timing while minimizing stress. This solution was prepared from a
stock solution of BPA at 4 mg/ml dissolved in absolute ethanol (Merck
Chemistry Argentina, Buenos Aires, Argentina). The stock solution was
subsequently diluted 1/1000 in water, resulting in a final working so-
lution of 4 yg/ml, which was used to deliver the appropriate dose to each
mouse based on their weight. Thus, BPA was dissolved in a ethanol/-
water solution, consistent with previous studies from our group
(Santamaria et al., 2017). This vehicle facilitates complete ingestion via
MDA (Schalbetter et al., 2021; Vanhecke et al., 2024). BPA dose was
selected based on TDI of 4 pg/kg bw/day. Although the EFSA issued a
new scientific opinion in 2023 recommending a lower TDI of 0.2 ng/kg
bw/day, this regulation entered into force on January 2025, along with
defined transitional periods allowing the continued marketing of certain
BPA-containing products until between 2026 and 2028, depending on
product type (European Commission, 2024). Thus, these regulatory
transitions indicate that human exposure to BPA at levels comparable to
the former TDI of 4 pg/kg bw/day remains plausible and relevant, and
reflective of realistic human exposure scenarios during this ongoing
regulatory transition.

The BP3 solution (98 % purity, Sigma-Aldrich, Argentina) was
administered topically, following our previously published protocol
(Galliani et al., 2024; Santamaria et al., 2020). Briefly, BP3 was applied
to the shaved back of the mice at a dose of 50 mg/kg bw.d, adjusted to
the animal’s weight. This dose was selected based on human dermal
exposure estimates from Janjua er al. (2008), which reported an
equivalent daily dose of ~50 mg/kg bw following application of a 10 %
BP3 cream. This estimation was further supported by pharmacokinetic
modeling (Wang and Ganley, 2019) Finally, applying this dose, serum
levels achieved in our previous study (Santamaria et al, 2020) were
comparable to or below those reported in humans (Marta eral., 2019). A
BP3 solution of 10 mg/ml was prepared by dissolving BP3 in extra virgin
olive oil (Tres Marias, San Juan, Argentina).

To validate the control groups, a pilot experiment was conducted
comparing three different vehicles: the BPA vehicle (0.001 % ethanol in
water), the BP3 vehicle (olive oil), and the combined vehicle for
BP3 +BPA (0.001 % ethanol in water and olive oil using their respective
administrations routes). No significant differences were observed in the
number of ovulated oocytes among the groups. Consequently, the con-
trol group selected for this study received both vehicles: 0.001 % ethanol
orally in water via micropipette and extra virgin olive oil applied topi-
cally to the skin,

2.3. Experimental design

One BALB/C male and one C57BL/6 female were paired and housed
together in individual cages. This allogeneic pairing, achieved by mating
C57BL/6 females with BALB/c males, mimics the natural mating con-
ditions observed in mammals, including humans (Miiller et al., 2018).
Gestational day 0 (gd0) was defined as the day a vaginal plug was
detected. Pregnant mice were divided into four experimental groups and
treated as follows:
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a) BP3 group: received topical applications of BP3 at 50 mg/kg.bw.
d(n=11).

b) BPA group: administered BPA orally at 4pg/kg.bw.d daily by
micropipette-guided drug administration (n = 15).

c) BP3+BPA group: received both treatments, with BP3 applied topi-
cally and BPA administered orally (n = 13).

d) Control group: received vehicle treatments orally (0.001 % ethanol
in water) and topically (extra virgin olive oil) (n = 10).

Treatment commenced on gd0 and continued until gd9 in two
sequential gestations of the same dams (Fig. 1). This, in detail, means
that after the day of parturition of their first pregnancy, mothers were
allowed to complete the lactation of their pups until the weaning on day
21. Immediately after weaning, each dam was re-mated with a BALB/c
male to initiate a second pregnancy. Once pregnant, moms were re-
exposed from gd0 to gd9 during this second pregnancy and then
allowed to complete lactation (see Fig. 1). This window was selected to
encompass critical early developmental events, including embryo im-
plantation (gd4.5-5), spiral artery remodeling (gd6-10) (Charalambous
et al, 2012; Rusidze et al., 2023) and the specification and migration of
primordial germ cells (gd7.25-10) (Richardson and Lehmann, 2010).
These processes are highly sensitive to endocrine disruption and rele-
vant for assessing potential long-term effects on reproductive function.
The weights of the dams were recorded daily. On the day of parturition,
the number, sex and weight of offspring from both the first pregnancy
(F1.P1) and second pregnancy (F1.P2) were recorded. Gestation typi-
cally lasted 19-20 days. Births were classified as off-term births if par-
turitions occurred on gd18 or earlier (preterm), or on gd21 or later
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Fig. 1. Experimental design: C57BL/6 females were crossed with BALB/C males
(first gestation), and from gdo (plug day) they were treated with the compounds
(BP3, BPA, BP3 +BPA and vehicle) nntil dg9. At pnd21 the offspring were
weaned, and the dams were crossed again with a BALB/C male (second
gestation) and treated again with the compounds from gd0 to gd9. Female
offspring (first and second gestation) were submitted to a supe Y pro-
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(post-term). During the lactation period, offspring weights were
recorded.

2.4. Superovulatory protocol

The ovarian resp to exog gonadotropin administration is a
widely used experimental approach to assess the capacity of the ovary to
respond to hormonal stimulation. Even when this is not a natural
outcome, allow us to establish if the capacity of the ovary to respond to
exogenous administration of gonadotrophins is conserved. This is rele-
vant for in vitro fertilization (IVF), where women are submitted to this
kind of superstimulation, allowing the assessment of key parameters
directly relevant to clinical IVF success: oocyte yield and follicular
response to gonadotropins. While interspecies differences limit direct
extrapolation to humans, this approach provides translational insight
into how BP3 or BPA exposure might compromise ovarian stimulation
efficiency in IVF settings. On postnatal day (pnd) 21, pups were weaned,
and female offspring were selected for further analysis, while male pups
were euthanized and used in other experiments. Superovulation was
performed at this prepubertal stage to ensure that all animals had not yet
initiated endogenous estrous cycles. This timing allowed for consistent
and c lled exp e to lotropins, minimizing vari-
ability in ovarian response due to differences in pubertal status as well as
prepubertal mice typically yield a higher number of ovulated oocytes
compared to adults (IKolbe et al., 2016). Previous monitoring at our
animal facility confirmed that vaginal opening in this
C57BL/6 x BALB/c hybrid strain typically occurs on pnd 30, validating
pnd27 as a prepubertal time point. Female offspring were subjected to a
superovulation protocol, which involved an intraperitoneal injection of
51U of PMSG, followed 48 h later by an injection of 5 1U of hCG. Oocytes
were collected for 14 h after the hCG injection. To evaluate the response
to gonadotropins, different groups of offspring were used for sample
collection at three time points of the protocol (Fig. 1):

— Time 1(Start of protocol: 0 h PMSG, 0 h hCG): at pnd27, prior to any
hormone injection, ovaries were collected to assess baseline ovarian
status.

— Time 2 (Post PMSG: 48 h post-PMSG, 0 h hCG): at pnd29, 48 h after

the PMSG injection, a different group of offspring was used to collect

ovaries and to evaluate the ovarian response to PMSG.

Time 3 (Post PMSG + hCG: 48 h post-PMSG, 14 h post-hCG): at

pnd30, 14 h after hCG injection, another group of offspring was

selected, and their ovaries were collected to assess the ovarian
response to hCG. At this time, ovulated oocytes were also retrieved
and counted.

At each time point, one ovary was fixed for histology and the other
was stored at —80°C for RNA extraction and subsequent gene expression
analysis by RT-PCR. Blood was also collected at each time point, and
serum was separated and stored at —20°C for later hormone levels
measurement.

2.5. Ovulated oocyte count

The oocytes released in response to the superovulatory protocol were
counted in the ovaries obtained at 14 h post-hCG injection. Oocyte-

tocol, for which PMSG was injected the same day and hCG was injected at 48hs
post PMSG. Ovulated oocytes were d after 14hs of hCG injection. Af the
beginning of the protocol, at 48hs post PMSG and 14hs post hOG, one ovary was
set aside for histology and the other one stored at —80°C for RNA extraction and
subsequent gene expression studies by RT-PCR. In parallel, blood was also
collected at the same times, sernum was separated and stored at —20°C until the
time of determination of sex steroid hormone levels. BP3 benzophenone-3, BPA
bisphenol-A; FO di F1.P1 offspring born in a first pregnancy,

F1.P2 offspring born in a sccond pregnancy.

8 B

¢ comg were surgically retrieved from the oviducts and
placed in Dulbecco’s modified Eagle's medium: F12 (Gibco®, Life
Technologies, Invitrogen). The complexes were then treated with 0.3 %
hyaluronidase (Sigma) for 30 min at 37°C to disperse the cumulus cells.
Following this treatment, denuded oocytes were categorized and coun-
ted. Based on the observed results (see below, Results Section 3.5), an-
alyses of follicular dynamics, hormone levels, and gene expression of
steroidogenic enzymes were conducted exclusively in samples from F1.
P2 offspring.
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2.6. Follicular dynamics

Follicular dynamics were evaluated in F1.P2 offspring at the three
previously described time points, following established protocols
(Rodriguez et al., 2010; Santamaria, 2016). Briefly, ovaries were fixed in
10 % buffered formalin overnight at room temperature and subse-
quently embedded in paraffin. Serial sections of 5 ym thickness were
prepared from the midpoint of the organ, and every tenth section was
stained with picrosirius-hematoxylin (P/H). A total of 4 sections per
ovary was analyzed (Santamaria et al, 2019). Oocyte counts were
performed using an Olympus BH2 microscope at 400X magnification.
The following parameters were evaluated: a) total oocytes per square
micrometer, b) primordial follicles per square micrometer, c) percentage
of primordial follicles, d) antral follicles per square micrometer, and e)
percentage of antral follicles. To calculate the oocyte counts per area,
the total area of each section was measured in square micrometers using
Fiji software.

2.7. Measurement of estradiol, progesterone, and testosterone

Hormone measurements were conducted using serum pools collected
from F1.P2 female offspring at the three time points of the superovu-
lation protocol. For each time point, serum from individual samples was
combined into pools as follows:

Time 1 (Start of the protocol): 3 CONTROL pools (9 samples), 3 BP3
pools (8 samples), 4 BPA pools (12 samples), and 4 BP3 +BPA pools (10
samples).

Time 2 (48 h post-PMSG injection): 4 CONTROL pools (9 samples), 3
BP3 pools (6 samples), 3 BPA pools (8 samples), and 5 BP3 +BPA pools
(11 samples).

Time 3 (14 h post-hCG injection): 4 CONTROL pools (10 samples), 6
BP3 pools (12 samples), 5 BPA pools (9 samples), and 5 BP3 +BPA pools
(8 samples). Organic extraction was performed using 200 ul of serum
from each pool. Sulfuric ether was used for the extraction, and the
resulting extracts were reconstituted with 0.5 ml of 0.1 % gelatin in PBS-
EDTA, following established protocols (Portelinha et al., 2015).

The extracted hormones were measured using the ECLIA-Roche
method, with the following parameters:

a) Estradiol: expressed in pg/ml, with a detection limit of 5 pg/ml. b)
Progesterone: expressed in ng/ml, with a detection limit of 0.05 ng/ml.
c) Testosterone: expressed in ng/ml, with a detection limit of 0.03 ng/
ml.

All hormone measurements were performed at the Alkemy labora-
tory in Santa Fe, Argentina, following standardized protocols and
quality control procedures.

2.8. Real-time PCR

An optimized reverse transcription-gRT-PCR protocol was used to
analyze the relative mRNA expression levels of cytochrome P450scc
(Cyp11a), 17a-hydroxylase (Cyp17a), P450aromatase (Cyp19), follicle
stimulating hormone receptor (FSHr) and luteinizing hormone receptor
(LHr) in the ovaries obtained from F1.P2 offspring. Primer sequences
and amplicon sizes for each mRNA are provided in Table S1, which were
designed using the NCBI primer-blast tool. Ovaries from each experi-
mental group (n=8 CONTROL, n=8 BP3, n=8 BPA, n=8
BP3 -+ BPA) were individually homogenized in Trizol (Life Technologies,
NY, USA), and total RNA was extracted according to the manufacturer’s
protocol. RNA concentration was d by A260
Nanodrop spectrophotometer, then the RNA was stored at —80 “C until
further use. Equal amounts (1 pg) of total RNA were reverse transcribed
into cDNA using M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen) and oligo(dT)
primers (Invitrogen), following previously published protocols (C.G.
Santamaria et al., 2019; Santamaria et al., 2017). Quantitative real-time
PCR (RT-qPCR) assays were performed using HOT FIRE Pol EvaGreen
gPCR Mix Plus (Solis BioDyne; Biocientifica) and a Step One

ements on a
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thermocycler (Applied Biosystem). Controls without template DNA were
included in all assays, and no consistent amplification was observed in
these controls. Product purity was confirmed by dissociation curves and
random samples were subjected to agarose gel electrophoresis. Standard
curves were prepared using six serial dilutions of a a cDNA mixture
containing equal amounts of cDNA from different experimental groups,
as previously reported. All standards and samples were assayed in
duplicate in each independent experiment. To select a suitable house-
keeping (HK) gene for normalization, we d two candidates: ri-
bosomal protein L19 (L19) and fi-actin (ACTB following a previously
published protocol (Abud et al., 2024). Analysis revealed that that L19
expression was unaffected by BP3 but was altered by BPA and BP3 +BPA
treatments. Conversely, ACTB expression remained stable across all
treatments (BP3, BPA, and BP3 +BPA). Therefore, ACTB was selected as
the normalization gene. The thermocycling conditions included an
initial denaturation step at 95 °C for 15 min, followed by cycles of
denaturation at 95 “C for 15 s, annealing at 59 “C (for Cyplla), 58 °C
(for Cypl17a), 60 °C (for Cyp19a, FSHr, LHr, and L19) for 15s, and
extension at 72 “C for 30 s. Significant differences in gene expression
(p < 0.05) were determined using the Pair Wise Fixed Reallocation
Randomization Test©35 performed with the Relative Expression Soft-
ware Tool REST® 2009 v. 2 (Pfaffl, 2001; Pfaftl et al., 2002).

2.9. Statistical analysis

Data were presented as means + S.E.M. The normal distribution of
data was assessed using the Shapiro-Wilk test. For normally distributed
data, a two-way ANOVA was conducted to analyze two independent
factors: BPA exposure (present/absent) and BP3 exposure (present/ab-
sent). This 2 x 2 factorial design allowed the evaluation of the main
effects of each compound, as well as their potential interaction. When
main effect and/or interaction was detected, post hoc comparisons be-
tween experimental groups were performed using unadjusted Fisher's
LSD test. Post hoc tests were not applied when neither the main effects
nor the interaction reached statistical significance (Kizywinski and
Altman, 2014; Wei et al., 2012). Additionally, the proportions were
analyzed with Fisher's exact test, with results expressed as percentages.
For the comparison of P2 groups against the P1 control group, a
one-proportion test was applied.

The number of samples or experiments analyzed, the statistical tests
used, and corresponding p-values for significant differences are indi-
cated in the respective figure legends. A significance threshold of
p < 0.05 was considered for all analyses. GraphPad Prism 5.0 was used
to perform statistical analyses.

3. Results
3.1. Maternal outcomes following exposure to BP3, BPA or BP3 +BPA

Fig. 2a and Zb present intra-gestational comparisons, evaluating
gestational length in treated groups relative to their respective controls
within each pregnancy. In this analysis, exposure to BPA and the com-
bination of BP3 +BPA during the first ten days of gestation significantly
increased the incidence of off-term births—encompassing both preterm
and post-term deliveries—in both pregnancies. In contrast, BP3 expo-
sure alone did not alter birth timing relative to the corresponding con-
trol groups (Fig. 2a, 2b). Fig. Zc shows an inter-gestational comparison,
where all experimental groups from the second pregnancy (P2),
including the P2 control, were compared to the control group of the first
pregnancy (P1). This analysis revealed a significant increase in the
proportion of preterm births in the P2 control group compared to the P1
control, indicating that preterm delivery emerged even in the absence of
chemical exposure during the second gestation. Additionally, all treated
groups from P2 (BP3, BPA, and BP3 +BPA) exhibited significantly
higher proportions of off-term births relative to the P1 control (Fig. 2¢).

Maternal weight during gestation was not affected by BP3, BPA, or
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Fig. 2. Percentages of mothers with term and off-term births (preterm and post-term births): a) Mothers corresponding to a first exposure to BP3, BPA, and BP3 +BPA (first
gestation) (n = 5 CONTROL, n = 5 BP3, n = 5 BPA, n = 7 BP3 +BPA). b) Mothers with & second exposure to BP3, BPA, and BP3 +BPA (second gestation) (n =7
CONTROL, n =7 BP3, n = 12 BPA, n = 10 BP3 +BPA). ¢) Inter-gestational comparison of the proportion of off-term births in all P2 groups (Control, BP3, BPA,

BP3 +BPA) relative to the Control group from the first preg: y (P1). istical analysis was perf d using the Fisher's exact test for panels a and b, and one-
proportion test for panel . Data are expressed as percentages. Significance levels are denoted as follows: “:p < 0.05; **:p < 0.01; ****:p < 0.0001 vs. CONTROL. BP3
benzoph 3, BPA bisphenol-A.
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Fig. 3. Weights of offspring prenatally exposed to BP3, BPA and BP3 +BPA born in «a first and second pregnancy: a) Weight of female F1.P1 exposed to BP3, BPA and
BP3 +BPA vs CONTROL (n = 19 CONTROL, n = 12 BP3, n = 10 BPA, n = 20 BP3 +BPA). b) Weight of male F1.P1 exposed to BP3, BPA and BP3 +BPA vs CONTROL
(n = 23 CONTROL, n = 24 BP3, n = 22 BPA, n = 23 BP3 +BPA). ¢) Weight of female F1.P2 exposed to BP3, BPA and BP3 +BPA vs CONTROL. (n = 32 CONTROL,
n =22 BP3, n = 49 BPA, n = 41 BP3 +BPA). d) Weight of male F1.P2 exposed to BP3, BPA and BP3 +BPA vs CONTROL. (n = 27 CONTROL, n = 23 BP3, n = 43
BPA, n = 33 BP3 +BPA. Weight was recorded only for litters with more than six pups. Statistical analysis was performed using Two-way ANOVA. Data are expressed
as mean + SEM, and significant differences were determined using the post hoe Uncorrected Fisher's LSD. *Green asterisks indicate significant differences between
BP3 and CONTROL, *red asterisks indicate significant differences between BPA and CONTROL, and *blue asterisks indicate significant differences between
BP3 +BPA and CONTROL. Significance levels are denoted as follows: *:p < 0.05; **:p < 0.01; ***ip < 0.001; ****:p < 0.0001 vs, CONTROL. Interaction effects for
each day (weights of F1.1 offspring): Females — day 1 (*p = 0.0125). Male — day 3 (*p = 0.0469), day 9 (****p = <0.0001), day 12 (***p = 0.0005), day 15
(***p = 0.0009). Interaction effects for cach day (weights of F1.2 offspring): Female — day 15 (****p < 0.0001). BP3 | ph 3, BPA bisphenol-A.

2]

198



Galliani et al. 2025

Anexo V

V. Galtici et al,

BP3 -+ BPA exposure in either pregnancy (Fig. 51).

3.2. Impact of BP3, BPA, and BP3 +BPA on offspring number and sex
ratio

The number of offspring per delivery and the sex ratio (%female/
total) were unaffected by maternal exposure to BP3, BPA, or BP3 +BPA
in either pregnancy (Fig. 52). For F1.P1, the percentages of female
offspring were: 47.92 % (control, n = 48), 36.84 % (BP3, n = 38),
30.56 % (BPA, n = 36) and 44.44 % (BP3 +BPA, n = 36). In F1.P2 the
percentages were:55.74 % (control, n = 61), 50.00 % (BP3, n = 52),
54.25 % (BPA, n = 94) and 56.25 % (BP3 +BPA, n = 80).

3.3. Weight of exposed offspring

Weight changes during lactation were observed in both offsprings
(Fig. 3). Male F1.P1 exposed to BPA or BP3 +BPA showed weight in-
creases (Fig. 3b) that normalized by weaning, whereas female F1.P1 of
treated groups displayed altered weight only at pnd15 or pnd1 (BP3). In
F1.P2, both males and females showed transient weight increases
mainly when exposed to BP3 -4 BPA, that normalized by pnd18 (Fig. 3c,
d). Descriptive statistics expressed as mean = SEM for the number of
ovulated oocytes in both F1.P1 and F1.P2 offspring are available in
Supplementary Table 52,

3.4. Ovary weights in offspring exposed to BP3, BPA, and BP3-+BPA

Ovary weights recorded at the initial stage of the protocol (before
any hormone injection), 48 h post-PMSG injection, and at 14 h post-hCG
injection showed no significant differences across the groups in either
pregnancy (Table 53).

3.5. Ovulation rate and exposure to BP3, BPA, or BP3-+BPA

F1.P1 offspring did not exhibit alterations in the number of ovulated
oocytes following a superovulation protocol (Fig. 4a). On the contrary,
F1.P2 offspring exposed to BP3, BPA, or BP3+BPA exhibited signifi-
cantly fewer ovulated oocytes compared to controls (Fig. 4b). Descrip-
tive statistics expressed as mean + SEM for the number of ovulated
oocytes in both F1.P1 and F1.P2 offspring are available in Supplemen-
tary Table S4.
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3.6. BP3, BPA, BP3+BPA and follicular development

Antral follicle counts (AFC) were significantly decreased at 48 h
post-PMSG injection in BP3, BPA, and their combination (BP3+BPA)
(Fig. 5b) in F1.P2 offspring. Additionally, BPA and BP3+BPA led to a
reduction in primordial follicle counts both at the beginning of the
protocol and 14 h post-hCG injection (Fig. 5a). Total number of ococytes
were also lower at the beginning of the superovulation protocol in BPA
and BP3+BPA groups (Fig. 5¢). Descriptive statistics for follicular counts
(mean = SEM) at all three evaluated time points are provided in Sup-
plementary Table 55.

3.7. Hormonal levels in F1.P2 offspring

Hormonal analysis at different time points during the superovulation
protocol revealed increased estradiol levels in BP3 and BP3 +BPA
groups at 14 h post-hCG injection (Fig. 6a). Additionally, testosterone
levels were elevated in the BP3+BPA group at this time point in F1.P2
offspring (Fig. 6¢). Progesterone levels remained unchanged across all
groups (Fig ©b). Supplementary Table S6 provides the mean + SEM
values of serum hormone levels (estradiol, progesterone, and testos-
terone) at the evaluated time points.

3.8. Unaffected mRNA levels of steroid. i and gonadotropin

receptors in response to PMSG and hCG treatment

The exp ion of idogeni Y (Cyp19a, Cyp17a, Cyplla)
and gonadotropin receptors (FSHr, LHr) was unaltered in F1.P2
offspring ovaries (Fig. S3).

4. Discussion

The impact of BP3 and BPA on reproductive physiology have gained
considerable attention due to their widespread presence in personal care
products and the resulting ubiquitous human exposure. In previous
studies, we demonstrated that both BP3 and BPA individually affect
ovarian function (Galliani et al., 2024; Santamaria et al., 2019; Santa
maria et al., 2017). However, whether these compounds exert syner-
gistic effects when combined remains unexplored, it is also important to
consider that moms may exhibit a different susceptibility to EDCs
compared to those with only one pregnancy. To address this complexity,

Oocyte count in F1.P1 offspring

QOocyte count in F1.P2 offspring
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bisphenol-A.
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Total, primordial, and antral follicle count in F1.P2 offspring
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Fig. 5. Total, primordial, and antral follicle count in F1.P2 offspring: a) Primordial follicle count per area at time points: time 1 (n = 8 CONTROL, n = 6 BP3, n = 8 BPA,
n =8 BP3 +BPA), time 2 (n = 8 CONTROL, n = 7 BP3, n = 8 BPA, n = 8 BP3 +BPA), and time 3 (n = 8 CONTROL, n = 8 BP3, n = 8 BPA, n = 8 BP3 +BPA). b)
Antral follicle count per area at time points: 1 (n = 8 CONTROL, n = 6 BP3, n = 8 BPA, n = 8 BP3 +BPA), time 2 (n = 8 CONTROL, n =7 BP3, n = 8 BPA, n = 8
BP3 +BPA), and time 3 (n = 8 CONTROL, n = 8 BP3, n = 8 BPA, n = 8 BP3 +BPA). ¢) Total cocyte count per area at time points: time 1(n = 8 CONTROL, n = 6 BP3,
n =8 BPA, n =8 BP3 +BPA), time 2 (n = 8 CONTROL, n =7 BP3, n = 8 BPA, n = 8 BP3+BPA), and time 3 (n = 8 CONTROL, n =8 BP3, n =8 BPA, n =8
BP3 +BPA). d) Representative images of whole ovaries 48 h after PMSG injection in F1.P2: I) CONTROL, II) BP3, I} BPA, IV) BP3+BPA. Red arrows indicate antral
follicles. Statistical analysis was performed using Two-way ANOVA, with no interaction observed. Data are expressed mean = SEM, and significant differences were

determined using the post hoe Uncorrected Fisher's LSD. Significance levels are denoted as follows:

*ip < 0.05; *Mip < 0.01; ***:p < 0.001 vs. CONTROL. BP3

benzophenone-3, BPA bisphenol-A. Time 1: Initial stage of the superovalation protocol (without hormone injection). Time 2: 48 h post PMSG injection during the
superovilation protoeol. Time 3: 14 h post hCG injection during the superovulation protocol.

we employed a multi-exposure multiparity model to examine the com-
bined effects of BP3 and BPA across two sequential pregnancies. This
design reflects the real-world scenario where women are exposed to
EDCs during successive gestational windows. Specifically, we investi-
gate whether exposure to BP3 and BPA or their combm:mon disrupts
gestational parameters and ovary resp to ropins
in prepubertal mouse offspring and whether the cumuhuve exposure
and multiparity amplify these disruptions.

Our results revealed that the ovulation rate in offspring born to
mothers exposed to BPA, BP3 or BP3 +BPA during the first gestation
remain unaltered. However, offspring born to mothers exposed to these
compounds during a second preg ex a significantly dimin-
ished response to gonadotrophin stimulation, evidenced by a signifi-
cantly lower count of ovulated oocytes at 14 hs post-hCG injection in the
BP3, BPA, and BP3 +BPA groups. To better understand the mechanisms
underlying this reduced ovulation rate, we examined ovarian follicular
dynamics, hormonal levels and expression of steroidogenic enzymes as
well as gonadotropin receptors in the F1.P2 offspring at three key time
points during the superovulation protocol: the beginning of the protocol
(before PMSG injection), at 48 h post-PMSG injection, and at 14 h post-
hCG injection. At 48 h post-PMSG injection, a significant decrease in the
number of antral follicles was evident in the ovaries of the BP3, BPA, and
BP3+BPA groups compared to controls. This reduction in antral follicles
likely diminishes the pool of ovulatory follicles available for hCG-
induced maturation and ovulation, contributing to the lower ovulation
rates observed. These results align with human studies that associate
BPA and BP3 exposure with reproductive dysfunctions. BPA has been
linked to a lower AFC in women undergoing in vitro fertilization (IVF)
treatments (Souter et al, 2013) and a diminished ovarian reserve
associated with infertility (Park et al., 2020). Additionally, higher serum
BPA levels have been reported in infertile women compared to their
fertile counterparts (Caserta et al., 2013; La Rocca et al.,, 2014). Other
studies have associated BPA exposure with poorer IVF outcomes in
humans, including reduced numbers of retrieved oocytes, lower im-
plantation rates, and decreased pregnancy success (Ehrlich et al. 2012;
Mok-Lin et al., 2010; Pivonello et al.,, 2020). Regarding BP3, recent
findings indicate a negative correlation between urinary BP3 concen-
trations and AFC, particularly in younger women, suggesting that this
population may be more vulnerable to the adverse effects of BP3 due to
their typically higher AFCs (Silva et al.,, 2024). More recently, some
evidence indicates that EDC exposure (including BPA and BP3) may
disrupt assisted reproduction processes and early embryonic develop-
ment (Tzouma et al., 2025). Since IVF relies on controlled hormonal
stimulation to maximize the number of oocytes available for fertiliza-
tion, our results raise concern that chronic exposure to BPA or BP3 could
negatively impact fertility in ART settings.

We also observed a reduction in the primordial follicle population in
the BPA and BP3+BPA both at the beginning of the protocol (prior to
PMSG injection) and at 14 h post-hCG injection, but not at 48 h post-
PMSG injection. This pattern strongly suggests that BPA specifically
impacts the primordial follicle population, as the reduction observed
before any gonadotropin stimulation indicates a direct effect of BPA
exposure during gestation. This conclusion is reinforced by the finding
of lower total oocyte counts in the same groups at the same time point.
Furthermore, the absence of these changes in the BP3 group alone

hikited

highlights BPA as the primary agent responsible for these effects. On the
other hand, the diminished reserve of primordial follicles may
contribute to the reduced AFC observed at the end of the PMSG stimulus
(Fortune, 2003; McGee and Hsueh, 2000). Within the superovulation
protocol, primordial follicles are actively recruited and stimulated to
grow, eventually reaching the antral stage. Therefore, a reduction in the
primordial follicle pool available for recruitment could lead to fewer
antral follicles available for further development and ovulation. This
aligns with the observed reduction in ovulated oocytes and underscores
the critical role of primordial follicle reserve in determining ovarian
response to gonadotropin stimulation, particularly under BPA exposure.

This poor ovulatory response was accompanied by a marked increase
in estradiol (E) levels in BP3 and BP3 { BPA at 14 h post-hCG injection,
with testosterone (T) also elevated in BP3+BPA at the same time,
Despite these hormonal alterations, the mRNA levels of steroidogenic
enzymes and gonadotropin receptors remained unchanged. In the case
of the group exposed solely to BP3, the elevated estradiol levels with
normal testosterone and progesterone suggest a selective alteration in
the estrogen synthesis pathway or the gonadal cells” sensitivity to FSH.
Possible mechanisms include potentiation of aromatase activity, mod-
ulation of estrogen receptors, or disruption of the negative feedback
regulation of the hormonal axis. However, since we measured the mRNA
levels of aromatase (Cyp19al) along with other steroidogenic enzymes
by qRT-PCR and found them to be within normal ranges (Hales, 2011;
Miller, 2017), the observed estradiol elevation is likely not due to
increased aromatase expression. Previous studies have shown that BPA
can alter gonadotropin signaling (Gamez et al,, 2015) and that BP3 af-
fects estrogen receptor-mediated pathways (Li et al., 2024) which may
contribute to the observed hormonal changes. Furthermore, BPA has
been linked to increased aromatase activity in certain contexts
(Santamario et al., 2017), which could explain the elevated estradiol
levels. Further research is needed to explore the effects of these dis-
ruptors on hormonal regulation and receptor activity.

Moreover, while most research has focused on outcomes of a first
pregnancy, emerging evidence suggests that parity status can influence
several endocrine parameters, including oocyte quality, embryo survival
(Vicente et al., 2022) and susceptibility to obesity (Rebholz et al., 2012).
The use of a multiparous model was justified by increasing evidence that
reproductive and endocrine parameters may be modulated not only by
exposure to endocrine-disrupting chemicals (EDCs) but also by the
number of pregnancies itself. Repeated pregnancies can alter the or-
ganism’s physiological resp to sub P es (Bridges,
2015), potentially modifying susceptibility !o EDCs. This differential
sensitivity may arise from physiological adaptations induced by multi-
parity, including changes in ovarian reserve, metabolic state, and
hypothalamic-pituitary-gonadal axis sensitivity (Rebholz et al,, 2012;
Vicente et al., 2022). Therefore, assessing the effects across two preg-
nancies provides an integrative perspective on cumulative risks associ-
ated with parity, a biologically relevant context often overlooked in
endocrine disruption studies. A recent study by Friedman et al. (2023)
demonstrated that maternal serum concentrations of per- and poly-
fluoroalkyl sub were i ly associated with breastfeeding
duration, but only in multiparous women (Friedman et al, 2023;
Rebholz et al., 2012; Vicente et al,, 2022). While multiparity is often

1 with physiological ch in reproductive health, it is
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Hormones levels in F1.P2 offspring
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‘Time 2, 4 pools were created for the CONTROL group (from 9 offspring), 3 pools for the BP3 group (from 6 offspring), 3 pools for the BPA group (from 8 offspring),
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Two-way ANOVA, with no interaction observed. Data are expressed as mean + SEM, and significant differences were determined using the post hoe Uncorrected
Fisher's LSD. Significance levels are denoted as follows: *:p < 0.05; ****:p < 0,0001 vs CONTROL. BP3 | ph 3, BPA bisphenol-A. Time 1: Initial stage of
the superovulation protocol (prior to hormone injection). Time 2: 48 h after PMSG injection in the superovulation protocol. Time 3: 14 h post hCG injection in the
superovulation protocol,

important to consider that mothers remain continuously exposed to
environmental compounds throughout their lives, and that each new
cohort of developing embryos is exposed in utero during every gestation.
Thus, the concurrence of gestational exposure in a chronically exposed
mother—together with the physiological chang induced by

multiparity—may amplify the cumulative impact of these compounds
on the reproductive health of the offspring. Notably, in our study, the
most significant changes, particularly the reduction in ovulation rate,
were observed only during the second pregnancy. This observation is
particularly significant when considering that the oocytes that gave rise
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to the first-generation offspring (F1.P1) were not exposed to BP3, BPA,
or BP3+BPA, as these compounds were administered after pregnancy
had already commenced. In contrast, the oocytes that gave rise to the
second pregnancy offspring (F1.P2) were exposed to BP3, BPA, or
BP3 +BPA. The effects on follicular dynamics and ovulation in F1.P2
may be attributed to epigenetic changes or alterations in the germ cells
of FO, which only manifested after a second gestation. Therefore, the
potential interaction between multiparity, cumulative exposure to these
endocrine disruptors, and possibl. i warrants further
investigation.

It is interesting to note that these alterations were observed at doses
relevant to human exposure. The BP3 doses used in this study reflects
human exposure levels following whole-body dermal application
(Janjua et al., 2008), further validated by our group in recent research
(Santamaria et al., 2020), where we demonstrated that the topical
application of 50 mg/kg bw resulted in blood levels of approxi 1

ic ch
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5. Conclusions

The exposure to EDCs such as BP3 and BPA raises significant con-
cerns for human reproductive health. Our study highlights critical
findings with direct implications for pregnant women, emphasizing the
risks associated with exposure to BP3 or BPA, and their combination.
These compounds, individually or combined, disrupt ovarian responses
to exogenous gonadotropins in successive pregnancies, suggesting po-
tential impacts on immediate fertility outcomes and broader dysregu-
lation of the reproductive axis. The heightened sensitivity observed in
second pregnancies underscores the need to consider cumulative expo-
sures and their implications for both maternal and offspring health. We
recognize that maternal uterine environment, particularly endometrial
and glandular function, may also be influenced by repeated EDC expo-
sure and could contribute to altered pregnancy outcomes and offspring
devel, especially during the second gestation. Future studies will

20 ng/ml. These levels are actually lower than those reported in humans
after seven days of topical BP3 application (Matta et al, 2019).
Regarding BPA, the dose employed in our study corresponds to the
4 pg/kg bw/day threshold set by the European Union in 2015. This TDI
is currently under review: EFSA (EFSA Panel on Food Contact Materials
et al, 2023) issued a new scientific opinion in 2023 recommending a
lower TDI of 0.2 ng/kg bw/day, which entered into force on January
2025 and introduced a full ban on BPA in food contact materials.
However, it also defined transitional periods allowing the continued
marketing of certain BPA-containing products until between 2026 and
2028, depending on product type (European Commission, 2024).
Therefore, human exposure to BPA at levels comparable to the former
TDI of 4 pg/kg bw/day remains plausible and reflective of realistic
human exposure scenarios during this ongoing regulatory transition.
Our findings, therefore, provide further evidence supporting the need
for a reduction or ban of BPA levels in consumer products, in line with
the EFSA’s recommendations.

Regarding gestational parameters and offspring parameters, no sig-
nificant changes were observed in maternal weight during gestation and
lactation, litter size, or offspring sex ratio. However, an alteration in
gestational length was noted in mothers exposed to both BPA and
BP3 +BPA during both pregnancies (intra-gestational analysis). This
finding aligns with prior studies that have associated BPA exposure with
changes in gestational length (Aker et al., 2019; Cantonwine et al., 2010;
Mustieles et al., 2023, Weinberger et al., 2013). On the other hand,
inter-gestational analysis revealed that pre-term births emerge in second
pregnancies independently of EDC exposure, Consequently, it raises the
question of whether the changes observed in the treated groups during
the second pregnancy are due to EDCs or simply reflect the baseline shift
already evident in the second control group. Analyzing both intra- and
inter-gestational comparisons, BP3, BPA, and BP3+BPA groups differed
significantly from the control of the first pregnancy (Control-P1), but
only BPA and BP3+ BPA differed from their corresponding control in the
second pregnancy (Control-P2). These findings suggest that the increase
in preterm births observed in the BP3 group during the second preg-
nancy is likely driven by multiparity-associated factors rather than by
BP3 itself. In contrast, BPA and the combination of BP3 +BPA induced a
greater-than-expected proportion of off-term births during the second
pregnancy, even after accounting for the multiparous effect. Weight
alterations in offspring were sporadic, with a transient increase in male
offspring weight linked to BPA exposure after the first pregnancy, and to
BP3+BPA after the second pregnancy. While these findings are consis-
tent with reports suggesting that BPA exposure may alter milk compo-
sition, potentially increasing lipid content and contributing to offspring
weight gain through breastfeeding (Altamirano et al., 2015), their spo-
radic nature and limited scope suggest a need for cautious
interpretation.

be designed to explore whether exposure to BP3, BPA, or their combi-
nation induces histological or molecular alterations in the uterine
endometrium and glands of the dams, including assessment of endo-
metrial receptivity markers, glandular density, and inflammatory or
epigenetic changes in uterine tissue. Such data could help determine
whether maternal uterine remodeling contributes to the observed dif-
ferences in P2 offspring, including birth timing and reproductive out-
comes. These results support ongoing regulatory efforts to reassess and
potentially lower acceptable exposure thresholds for BPA and BP3, in
alignment with international health rect dations. In y, our
findings underscore the urgency of further investigating the long-term
effects of EDCs.
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