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RESUMEN 

 

Los parabenos (PB) son una serie homóloga de grupos derivados del ácido 

parahidroxibenzoico (PHBA), esterificados en la posición C-4 (incluidos metil-, etil-, 

propil-, butil-, etil- y bencilparabeno) que se utilizan ampliamente como conservantes 

en productos de cuidado personal y conservantes de alimentos dado su efecto 

antibacteriano y antifúngico. Frecuentemente son usados solos o en combinación, 

siendo el metilparabeno (MePB) uno de los PB más utilizados por su alta solubilidad. 

El uso generalizado de PB da como resultado exposiciones a través de una variedad 

de vías, como la absorción dérmica, la ingestión e inhalación. Esta alta exposición 

a los PB ha orientado diversos estudios in vivo e in vitro para determinar su efecto 

tóxico en diversos sistemas del organismo, encontrando que los PB son causantes 

de múltiples alteraciones a nivel endocrino y reproductivo. Por lo tanto, el objetivo 

de este estudio fue evaluar la exposición de ovocitos porcinos a concentraciones de 

500 µM, 750 µM y 1000 µM de MePB por medio de la viabilidad y maduración in 

vitro (MIV) y la viabilidad e integridad del ADN de las células del cúmulo (CC). En 

los resultados se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la viabilidad y 

maduración de los ovocitos en el grupo expuesto a la concentración de 1000 µM de 

MePB con respecto al grupo control. En los ovocitos fue posible evidenciar daño en 

la cromatina donde se encontraron diferencias significativas en el grupo expuesto a 

1000 µM de MePB. En las CC se evaluó la integridad del ADN, se encontraron 

diferencias en todos los grupos (500, 750 y 1000 µM) con respecto al grupo control 

y la viabilidad donde en el porcentaje ovocitos muertos – granulosas muertas (OM-

CM) también se encontraron diferencias significativas en el grupo de 1000 µM de 

MePB con respecto al grupo control, lo que permitió dilucidar el efecto que está 

causando el MePB en las CC. Este efecto es un hallazgo importante ya que no se 

han reportado estudios que evalúen el efecto del MePB en la integridad del ADN y 

viabilidad de las CC. 

Palabras clave: Metilparabeno, Maduración in vitro, células del cúmulo, ovocitos, 

modelo porcino.  

 



 

 
 

ABSTRACT 

 

Parabens (PB) are a homologous series of groups derived from parahydroxybenzoic 

acid (PHBA), esterified at the C-4 position (including methyl-, ethyl-, propyl-, butyl-, 

ethyl- and benzylparaben) that are widely used as preservatives in personal care 

and food products due to their antibacterial and antifungal effect. They are frequently 

used alone or in combination, with methylparaben (MePB) being one of the most 

widely used PBs due to its high solubility. The widespread use of PBs results in 

exposures through a variety of routes, such as dermal absorption, ingestion and 

inhalation. This high exposure to PBs has guided several in vivo and in vitro studies 

to determine their toxic effect on various body systems, finding that PBs cause 

multiple alterations at the endocrine and reproductive levels. Therefore, the objective 

of this study was to evaluate the exposure of porcine oocytes to 500 µM, 750 µM 

and 1000 µM MePB concentrations by means of in vitro viability and maturation 

(IVM) and cumulus cell (CC) DNA viability and integrity. The results showed 

significant differences (p<0.05) in the viability and maturation of oocytes in the group 

exposed to 1000 µM MePB concentration with respect to the control group. In the 

oocytes it was possible to evidence chromatin damage where significant differences 

were found in the group exposed to 1000 µM MePB. In the oocytes it was possible 

to evidence chromatin damage where significant differences were found in the group 

exposed to 1000 µM MePB. In the CC, DNA integrity was evaluated, differences 

were found in all groups (500, 750 and 1000 µM) with respect to the control group 

and viability where in the percentage of dead oocytes - dead granules (OM-CM) 

significant differences were also found in the 1000 µM MePB group with respect to 

the control group, which allowed elucidating the effect that MePB is causing in the 

CC. This effect is an important finding since no studies evaluating the effect of MePB 

on DNA integrity and viability of DCs have been reported. 

 

Key words: Methylparaben, in vitro maturation, cumulus cells, oocytes, porcine 

experimental model.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Maduración citoplasmática y nuclear de los ovocitos 

La liberación de un óvulo maduro y sano para la fertilización es el centro de todo el 

proceso reproductivo. Desde el momento del desarrollo embrionario hasta la 

fertilización, el ovocito pasa por varios períodos intermitentes. En la mayoría de los 

animales, los ovocitos se mantienen en arresto meiótico en la profase I antes de la 

ovulación. El aumento ovulatorio de la hormona luteinizante (LH) promueve la 

reanudación de la meiosis de los ovocitos detenidos y su progresión a través del 

segundo ciclo meiótico, solo para detenerse nuevamente en la metafase II hasta la 

fertilización (Sen y Caiazza, 2013). La capacidad de un ovocito para experimentar 

su maduración citoplasmática y nuclear, fertilización y un desarrollo embrionario 

exitosos se conoce como calidad o competencia de desarrollo del ovocito. La 

calidad depende de la distribución de los organelos, metabolitos y ARN maternos 

durante el crecimiento y maduración del ovocito; los cuales van a brindar la 

capacidad para reanudar la meiosis, completar la maduración, someterse a una 

fertilización exitosa y apoyar el desarrollo normal del embrión, esta capacidad se 

adquiere gradualmente a medida que el ovocito crece (Reader et al., 2017).  

Durante la maduración de los ovocitos se produce la reorganización extensa de los 

organelos intracelulares, en particular, la reorganización de las mitocondrias para 

proporcionar el suministro de energía local, la migración de los gránulos corticales 

para prepararse para bloquear la polispermia y el movimiento del retículo 

endoplásmico que anticipa la liberación fásica de Ca2+ (Brunet y Maro, 2005; Jones, 

2004; Gosden y Lee, 2010). La maduración es esencial para el desarrollo normal y 

la ploidía ya que, la fertilización prematura en la metafase I (MI) puede causar 

triploidía. Sin embargo, la mayoría de los ovocitos inmaduros no pueden provocar 

la liberación repetida de Ca2+ necesarias para la activación exitosa por parte de los 

espermatozoides con capacidad fertilizante. Esta capacidad no se adquiere por 

completo hasta la metafase II (MII) y disminuye durante el envejecimiento post 
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ovulatorio, cuando la señal del Ca2+ intracelular se convierte de señal activadora a 

señal de muerte por apoptosis (Gosden y Lee, 2010). 

Los ovocitos completamente desarrollados se mantienen detenidos en la Profase I 

de la meiosis, rodeados de células del cúmulo (CC), líquido folicular (LF), células de 

la granulosa (CG) y la capa de las células de la teca dentro de un folículo ovárico 

preovulatorio. Las extensiones citoplasmáticas de las CC atraviesan la zona 

pelúcida del ovocito y terminan en uniones comunicantes que conectan 

directamente la CC y el citoplasma del ovocito, lo que permite una comunicación 

bidireccional continua entre las células somáticas maternas y la célula germinal 

(Andreas et al., 2021). 

En ovocitos, la maduración nuclear implica la ruptura de las vesículas germinales 

(VG), la condensación y segregación de los cromosomas, la finalización de la 

meiosis I, la expulsión del primer cuerpo polar y la detención en la metafase de la 

segunda división meiótica (Abbara et al., 2018). Esta maduración nuclear precisa 

de proteinas centrosomales, proteinas reguladoras, γ-tubulina y el aparato mitotico 

nuclear para la formación y mantenimiento adecuado del huso meiótico. Por lo tanto 

la disociación de estas proteínas centrosomales y la desintegración del huso 

meiótico que se da durante el envejecimiento de los ovocitos es una de la principales 

causas de aneuploidía y disminución del potencial de desarrollo (Reader et al., 

2017). 

El ovocito se vuelve completamente competente cuando pasa de la MI a la MII, es 

capaz de ser fecundado y generar un embrión viable. Específicamente, la 

señalización paracrina de las CC al ovocito apoya la reanudación meiótica, permite 

la maduración nuclear y citoplasmática y controla la actividad transcripcional 

(Albertini et al., 2001; Martinez et al., 2023). 

1.2 Importancia de las células del cúmulo 

Las CC se originan a partir de las CG relativamente indiferenciadas. Las CG son el 

tipo de célula principal del ovario que proporciona el soporte físico y el 

microambiente necesarios para el ovocito en desarrollo. Se diferencian activamente 



 

3 
 

en varias poblaciones distintas durante la foliculogénesis, desde una etapa de 

desarrollo primordial (tipo escamoso) hasta una etapa de desarrollo lútea (células 

luteínicas hipertrofiadas), pasando por la ovulación (tipo cuboide) (Huang y Wells, 

2010). 

En el ovario de los mamíferos, los ovocitos se desarrollan dentro del folículo, una 

estructura compuesta por células somáticas y LF. En el folículo antral, las CC rodean 

y se conectan al ovocito a través de proyecciones transzonales formando una 

estructura llamada complejo ovocito-células del cúmulo (COCs) (Martinez et al., 

2023). 

Las CC desempeñan un papel fundamental en la maduración adecuada de los 

ovocitos, en la adquisición de una mayor competencia de desarrollo (Fontana et al., 

2023) y además los protegen de las especies reactivas de oxígeno (ERO) que se 

producen principalmente por procesos fisiológicos normales del metabolismo 

celular, debido a la baja capacidad del ovocito para movilizar por sí solo suficientes 

moléculas antioxidantes (Martinez et al., 2023). 

Las CG están interconectadas por una extensa red de uniones comunicantes, que 

son importantes para el intercambio metabólico y el transporte de moléculas 

pequeñas entre células vecinas. Las uniones comunicantes se componen de 

matrices hexaméricas de proteínas llamadas conexinas. La conexina-37 y la 

conexina-43 (conexina más prominente en los porcinos) son dos de las conexinas 

foliculares más importantes y forman uniones comunicantes con diferentes 

propiedades de permeabilidad. Además, las CC extienden procesos citoplasmáticos 

a través de la zona pelúcida (ZP) para formar uniones comunicantes con la 

membrana plasmática del ovocito (Strauss y Williams, 2019).  

Específicamente, la señalización paracrina de las CC al ovocito apoya la 

reanudación meiótica, permite la maduración nuclear y citoplasmática y controla la 

actividad transcripcional (Martinez et al., 2023). Las uniones comunicantes de los 

COCs permiten el intercambio de moléculas pequeñas, incluidos iones, metabolitos, 

aminoácidos, cAMP y cGMP; estos nucleótidos son los que regulan 

fundamentalmente el proceso de maduración de los ovocitos, dirigiendo su 
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progresión a través de la meiosis. Además, el ovocito secreta el factor 9 de 

diferenciación de crecimiento (GDF9) y la proteína morfogenética ósea 15 (BMP15), 

que son factores paracrinos que regulan la función biológica de las CC y coordinan 

muchos de los eventos de señalización locales asociados en torno a la ovulación 

(Fontana et al., 2023). 

Estos factores de crecimiento, comúnmente llamados factores secretados por 

ovocitos, además de dictar la diferenciación de las CG, intervienen en la regulación 

de la proliferación de las CG, CC o ambas y, por tanto, la tasa de crecimiento del 

folículo; promueven la glucólisis en las CC requerida para el metabolismo de los 

ovocitos, e intervienen en adquisición de la capacidad de señalización de la familia 

de factores de crecimiento por parte de las CC, requerida para que el COCs 

reconozca la cascada ovulatoria y finalmente actúan en el control de la mucificación 

y expansión de las CC necesarias para la ovulación (Russell et al., 2016). Por lo 

tanto, las CC apoyan el desarrollo y la maduración del ovocito durante la fase antral 

y, a su vez, el ovocito responde y regula su entorno en conjunto con las CC para 

garantizar que las condiciones sean propicias para su crecimiento (Huang y Wells, 

2010). 

Un paso crítico durante la maduración de los ovocitos es la expansión de las CC, 

en la que se producen grandes cantidades de ácido hialurónico (AH) mediante la 

enzima hialuronano sintasa (Luo et al.,2022); esta expansión se inicia con el 

aumento preovulatorio de LH y es necesaria para la ovulación y fertilización (Strauss 

y Williams, 2019). 

El arresto y reanudación meiótica que sufre el ovocito son otros de los procesos que 

involucra la comunicación entre las CC y los ovocitos, el cual está mediado 

principalmente por las concentraciones intracitoplasmáticas de cAMP y cGMP. El 

cGMP derivado de las CG viaja a través de uniones comunicantes hasta el ovocito 

y es responsable de mantener la detención meiótica en el diploteno de la profase I 

antes del aumento preovulatorio de LH. En respuesta a este aumento de LH, la 

concentración de cGMP disminuye en un orden secuencial desde las células de la 

granulosa mural (CGM), las CC y el ovocito; la difusión externa de cGMP finalmente 
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permite que el ovocito reinicie la meiosis (Pan y Li, 2019). En la Figura 1 se observa 

la interacción y regulación paracrina involucrada en el proceso de detención y 

reanudación meiótica entre las CGM, CC y el ovocito. 

 

Figura 1. Interacción de las CGM y CC en el arresto meiótico del ovocito (Pan y Li, 

2019). Una vía abreviada que describe la participación de FSH/FHSR, 

estrógeno/ER, NPPC/NPR2 y ovocitos en el mantenimiento de la detención meiótica 

de los ovocitos de mamíferos. En las células de la granulosa mural, la FSH se une 

a su receptor (FSHR), y la colaboración con la vía de la señal de estrógeno/ER 

provoca la producción de NPPC. En la célula del cúmulo granulosa, NPPC activa 

su receptor NPR2, convierte GTP en cGMP, luego el cGMP se difunde hacia el 

ovocito a través de uniones comunicantes (principalmente Cx37), inhibe la actividad 

de AMPc-PDE y bloquea la degradación del AMPc intraovocitario (Pan y Li, 2019).  

Después de la ovulación, las CC continúan asociadas con el ovocito, facilitando la 

captura del COC por las células epiteliales ciliadas del infundíbulo y su transporte a 

lo largo de las trompas de Falopio. Con esto se tiene que la expresión genética y la 
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actividad bioquímica de las CC están influenciadas por la condición del ovocito, el 

entorno dentro del folículo y también las interacciones dentro del ovario (Huang y 

Wells, 2010; Tanghe et al., 2002). La estrecha comunicación entre las CC, el ovocito 

y las CG circundantes tiene relevancia en procesos reproductivos normales, los 

cuales se pueden ver alterados por agentes tóxicos y las alteraciones que estos 

pueden producir a nivel celular como daño al ADN, pueden repercutir de manera 

directa en el correcto desarrollo y la maduración de los ovocitos.  

 

1.3 Daño al ADN  

El daño al ADN es una forma de estrés celular definido como cualquier tipo de 

alteración en el ADN que interrumpe sus funciones principales (replicación y 

transcripción), si el daño ocurre en la línea germinal, puede provocar infertilidad o 

aberraciones cromosómicas y genéticas en el embrión en desarrollo (Martin, 2008 

y Pailas et al., 2022). 

Las modificaciones en el ADN pueden surgir por mecanismos endógenos del 

metabolismo o exógenos. El daño endógeno puede ser generado debido a la 

producción de ERO creadas fisiológicamente durante los procesos metabólicos 

celulares, o a través de la desaminación espontánea de bases, creación espontánea 

de sitios abásicos, errores y desajustes de replicación. El daño exógeno es causado 

por factores ambientales como la luz ultravioleta, agentes químicos o la radiación 

ionizante los cuales pueden interferir en procesos de transcripción y replicación, e 

inclusive pueden provocar un descontrol en la división celular (Basu, 2018). Las 

lesiones en el ADN pueden ocurrir espontáneamente o pueden estar causadas por 

la exposición a agentes mutagénicos. La desaminación, la depurinización y el daño 

oxidante de las bases nitrogenadas son algunos de los daños que se producen en 

el ADN de forma espontánea (Mena et al., 2013). 

Algunos ejemplos de alteraciones estructurales del ADN son las roturas de una o 

dos hebras, reordenamientos genómicos, sitios abásicos, enlaces covalentes entre 

bases nitrogenadas en la misma hebra o en diferentes hebras, entrecruzamientos 
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entre ADN y proteínas, ADN de triple hebra, forma Z del ADN. También se propone 

que los desajustes de bases (antes de que se conviertan en alteraciones en el 

‘sentido’ de la secuencia) constituyen alteraciones estructurales en el ADN 

(Chakarov et al., 2014). 

Una vez que se reconoce el daño del ADN en el genoma nuclear, los aductos de 

ADN, las pequeñas lesiones de codificación errónea, las roturas de una cadena o 

las roturas de cadena doble no complejas pueden repararse directamente mediante 

reparación por escisión de nucleótidos, reparación por escisión de bases, 

reparación por recombinación homologa o unión de extremos no homólogos, 

respectivamente (Yousefzadeh et al., 2021). 

En presencia de daños en el ADN no reparados, el ciclo celular se detiene mediante 

la activación de puntos de control de daños del ADN, el propósito es detener el ciclo 

celular mientras la célula repara las lesiones (Lemmens y Lindqvist, 2019). Aunque 

hay fuertes indicios de que la reparación del ADN se produce en los ovocitos, los 

procesos, mecanismos claros, la eficacia y la velocidad de la reparación en los 

ovocitos en comparación con las células somáticas aún están por dilucidar (Pailas 

et al., 2022).  

Entre las técnicas para la evaluación del daño al 

ADN se encuentra la electroforesis unicelular en 

gel o ensayo cometa, el cual se lleva a cabo 

mediante la inclusión de las células en un 

microgel de agarosa situado sobre portaobjetos y 

aplicándoles una lisis alcalina o neutra. Los 

núcleos se someten a electroforesis en donde el 

ADN dañado migra a través de la agarosa el cual 

se tiñe con un fluorocromo, el bromuro de etidio. 

El ADN fragmentado avanza por acción del 

campo eléctrico y ofrece una imagen similar a la 

cola de un cometa que puede ser observada por 

microscopía de fluorescencia. Las células que no 

Figura 2. Imagen representativa de 

la extensión de la cauda del cometa 

(C) en presencia de daño en las 

cadenas de ADN. (Archivo 

personal). 

 

A 

B 

C

. 



 

8 
 

presentan fragmentación no generan esta imagen (Álvarez et al., 2015), sin 

embargo, la extensión de la cauda del cometa estará en relación con la cantidad de 

fragmentación de las cadenas de ADN (Figura 2).  

Es una técnica de alta sensibilidad, que hace posible medir los niveles de ruptura 

del ADN de cadena sencilla, doble o ambas (Valbuena et al., 2020). 

1.4 Parabenos 

Los PB fueron introducidos a mediados de la 

década de 1920 como conservantes en productos 

farmacéuticos. Actualmente, son conservantes 

ampliamente utilizados, principalmente en las 

industrias cosmética y farmacéutica, pero también 

en productos alimenticios y otros productos 

industriales. Además del agua, se consideran el 

ingrediente más común de los cosméticos 

(Błędzka et al., 2014).  

Los PB son una serie homóloga de grupos 

derivados del ácido parahidroxibenzoico (PHBA), 

esterificados en la posición C-4 (incluidos metil-, etil-

, propil-, butil-, etil- y bencilparabeno), usados solos o en combinación para ejercer 

un efecto antimicrobiano (Figura 3). Los PB pueden tener múltiples acciones 

biológicas, pero generalmente se cree que sus efectos inhibidores sobre el 

transporte de membranas y los procesos de función mitocondrial son clave para sus 

acciones (Sabalitschka, 1930; Soni, 2005). 

Las numerosas propiedades que predisponen a los PB para su uso como agentes 

conservantes han contribuido a su considerable popularidad. Las características 

que determinan la alta utilidad de los PB incluyen el amplio espectro de actividad 

contra levaduras, mohos y bacterias, una estabilidad química para un amplio 

intervalo de temperatura y pH que oscilan entre 4.5 y 7.5, bajos costos de 

Figura 3. Estructura química 

de los PB (Boberg et al., 2010). 
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producción, así como no generar cambios en la consistencia o coloración de los 

productos, entre otros (Błędzka et al., 2014). 

Una de las características de los PB es la cadena alquílica que poseen, que, entre 

otras cosas, determina la solubilidad que disminuye con la extensión de la cadena, 

al mismo tiempo que aumenta la estabilidad, el efecto antimicrobiano y la 

penetrabilidad celular. Por tanto, dado a que su principal aplicación es en medios 

acuosos, los PB con cadena alquílica más corta tienen mayor uso (Alampanos y 

Samanidou, 2021). En consecuencia, el metilparabeno (MePB) y el propilparabeno 

(PrPB) son los más utilizados, y a menudo, de manera conjunta (Alampanos y 

Samanidou, 2021; Vale et al., 2022). 

El MePB es de los conservantes más utilizados en los cosméticos ya que cumple 

varios de los criterios de conservante ideal. Presenta un amplio espectro de 

actividad antimicrobiana, es incoloro, estable en todo el rango de pH, resistente a la 

hidrólisis en agua caliente y fría (autoclave) (Alexander et al., 1978), no es volátil, 

tiene una baja tendencia a la absorción en plásticos y materiales de embalaje 

primarios comúnmente utilizados, y es económico (Handa et al., 2006). Los PB, 

según la legislación de Estados Unidos de América, a través de la FDA, se pueden 

adicionar hasta el 0.1 % en los alimentos, el 0.1% para un solo análogo y del 0.3 % 

para los análogos mixtos en los productos farmacéuticos; Además, en Europa, se 

permite su uso al 0.4 % para un solo PB o al 0.8 % en total para los análogos mixtos 

(Wei et al., 2021). 

El uso generalizado de PB en productos para el cuidado personal, alimentos y 

productos farmacéuticos da como resultado altas exposiciones a parabenos a 

través de una variedad de vías de ingreso, como la absorción dérmica, la ingestión 

e inhalación (Błędzka et al., 2014). En el cuerpo humano, los parabenos son 

metabolizados por las carboxilesterasas a ácido p-hidroxibenzoico, que se conjuga 

con sulfato, ácido glucurónico o glicina (ácido p-hidroxihipúrico) antes de ser 

excretado en la orina (Moos et al., 2015; Nowak et al., 2018). 

Los PB aplicados por vía cutánea se absorben por la piel y son metabolizados por 

las esterasas. La absorción depende de la longitud de la cadena del éster y de la 
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Tabla 1. Efectos endocrinos del MePB.  

Adaptado de Nowak et al., (2018)  

formulación. En general, la permeación de la piel disminuye al aumentar la longitud 

de la cadena. Después de la absorción, los PB y sus metabolitos se conjugan y se 

excretan en la orina y la bilis (Boberg et al., 2010). 

En muestras de sangre y leche materna se encontraron concentraciones de 0,62 

ng/ml de MePB (Park et al., 2019), en tejido placentario concentraciones de hasta 

11,77 ng/g de MePB (Valle-Sistac et al., 2016), concentraciones de EtPB entre 0,13 

y 0,16 µg/L en muestras de sangre de cordón umbilical (Geer et al., 2017) lo que 

sugiere que los PB pueden atravesar la barrera hematoplacentaria. 

Diversos estudios se han enfocado en estudiar el efecto del MePB por ser de los 

PB ampliamente utilizados, entre los efectos que se han podido determinar a nivel 

endocrino se muestran en la Tabla 1. 

 

Parabeno Efecto endocrino  Sujeto de estudios Referencia 

 

 

MePB 

Aumenta la concentración de 
globulina fijadora de 
hormonas sexuales. 

Mujeres 
embarazadas 

 

 
Aker et al., 2016 

Disminuye la actividad del 
estrógeno sulfotransferasa. 

Queratinocitos 
epidérmicos 

humanos 

 
Prusakiewicz et 
al., 2007 

Disminuye la actividad 
transcripcional inducida por la 
testosterona. 

Células de riñón 
embrionario 

humano 

 
Pop et al., 2016 

Disminuye la concentración 
de tiroxina. 

Ratas Vo et al., 2010 

 

1.4.1 Parabenos y su efecto a nivel reproductivo 

Los PB afectan el sistema endocrino por numerosos mecanismos, afectando los 

niveles de las hormonas sexuales esteroides, uniéndose a los receptores nucleares 

de las hormonas naturales y modulando la actividad de las enzimas que metabolizan 

hormonas naturales (aromatasa o sulfotransferasas) (Boberg et al., 2016; Jakopin, 

2021). Adicional a esto diversos estudios epidemiológicos han demostrado los 

efectos nocivos de los PB en la salud humana; por ejemplo, disminución del número 
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de folículos antrales, niveles de estradiol y aumento de FSH (Jurewicz et al., 2020) 

y acortamiento del ciclo menstrual (Nishihama et al., 2016). 

Se ha catalogado a los PB como disruptores endocrinos (DE) debido a sus efectos 

anteriormente descritos. Los DE son sustancias que afectan la síntesis, secreción, 

transporte, unión, acción, inactivación, metabolismo o eliminación de hormonas 

naturales en el cuerpo. Estos DE tienen la capacidad de producir cantidades 

anormales de hormonas en circulación debido a sobreproducción en los órganos 

endocrinos, liberación excesiva de hormonas almacenadas, mayor expresión de 

enzimas sintéticas, disminución del metabolismo hormonal o una disminución de la 

tasa de eliminación y excreción de hormonas (Chou, 2024).  

2. ANTECEDENTES 

Se tiene conocimiento que después de la absorción de los PB en el torrente 

sanguíneo, se distribuye a los órganos, pero debido a la rápida hidrolización y 

conjugación, también se espera que las concentraciones de los compuestos 

originales sean muy bajas en los sitios activos de los órganos diana (Boberg et al., 

2010). Sin embargo, a pesar de tener una adecuada absorción, conjugación y 

eliminación, el potencial de bioacumulación parece ser el responsable de los 

hallazgos reportados en diversos estudios, como los reportados por Gal et al., 2019 

en ratones donde se estudio in vitro el efecto de PrPB a 100 μg/ml (555 μM) en 

foliculos antrales donde encontraron que el PrPB inhibe el crecimiento del folículo 

antral, altera la capacidad esteroidogénica de los folículos antrales,  e incrementa 

los niveles de reguladores tanto del ciclo celular como apoptóticos.  

En el estudio realizado por nuestro grupo de investigación, Barajas-Salinas et al., 

(2020) reportó que concentraciones de 750 y 1000 µM de MePB en ovocitos 

porcinos expuestos in vitro afecta la viabilidad y maduración, además de que reduce 

la expansión de las CC y después de las 44 h de MIV altera el citoplasma 

(citoplasma retraído y con apariencia granular). Lo que afecta la calidad de los 

ovocitos expuestos ya que la expansión de las CC es un indicador de la calidad del 

ovocito madurado en estas condiciones (Nevoral et al., 2014; Barajas-Salinas et al., 

2020).  
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Un estudio de exposición perinatal a BuPB realizado por Maske et al., (2018) 

demostró que este puede actuar como DE antiestrogénico y tiene efecto sobre la 

maduración sexual y el desarrollo reproductivo indicado por el retraso significativo 

en la edad de la apertura vaginal y reducción de la duración del ciclo estral en los 

grupos de 10 y 1000 mg/kg de peso corporal/día. Además, observaron aumento de 

la expresión del receptor de estrógenos alfa (ERα) en dosis de 100 y 1000 mg/kg 

de peso corporal/día, del receptor de estrógenos beta (ERβ) y StAR en dosis de 100 

mg/kg de peso corporal/día. Lo cual los llevó a concluir que esta alteración puede 

deberse a un efecto anti estrogénico del BuPB sobre la esteroidogénesis ovárica y 

la foliculogénesis. 

Por otro lado, Yan et al., (2022) demostraron que la exposición crónica a PrPB en 

dosis relevante para el ser humano (7,5 mg/kg/día) afectó negativamente la reserva 

ovárica y la función endocrina en ratones adultos. Donde el envejecimiento ovárico 

inducido por el PrPB se puede dar a través de la disfunción de la esteroidogénesis 

dependiente de la vía de señalización MAPK mediada por el estrés oxidativo y el 

reclutamiento de folículos primordiales dependiente de la vía de señalización 

PI3K/AKT. 

Ziv-Gal et al., (2021) al evaluar el efecto del MePB y PrPB en células epiteliales 

oviductales, encontraron que los PB interrumpen la progresión del ciclo celular, 

afectan la expresión de factores apoptóticos y de los receptores nucleares 

esteroidogénicos; ya que estos dos PB regularon a la baja los niveles del receptor 

de progesterona. 

Smith et al., (2013) asociaron las concentraciones de PB en la orina con los 

marcadores de reserva ovárica en un estudio clínico de cohorte prospectivo de 

mujeres que buscaban tratamiento de fertilidad, y encontraron que la exposición a 

PrPB puede provocar disminución de la reserva ovárica y contribuir al 

envejecimiento de los ovarios. De manera similar Jurewicz et al., (2020) evaluaron 

la asociacion de las concentraciones de PB en orina con parámetros de reserva 

ovárica entre mujeres en tratamiento de una clínica de fertilidad, encontrando qué, 

las concentraciones de PrPB en la orina se asocian con disminución del número de 
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folículos antrales y de los niveles de estradiol asi como un aumento en las 

concentraciones de FSH. Sugiriendo así que la exposición crónica a PrPB puede 

contribuir potencialmente a reducir la fecundidad y afectar la fertilidad. 

Uno de los efectos de los PB como DE fue demostrado con experimentos en ratas, 

los cuales demostraron que el BuPB contribuye a disminuir en la expresión del gen 

CYP19a1, lo que resultó en la alteración de los niveles de andrógenos y estrógenos, 

ya que este codifica a la enzima aromatasa, encargada de catalizar la conversión 

de andrógenos a estrógenos (Boberg et al., 2016).  

Recientemente, un estudio realizado por Hu et al., (2023) en peces cebra adultos 

evidenció que a concentraciones ambientalmente realistas de MePB (10 μg/L) 

durante 28 días se encontraron efectos de DE y deterioro reproductivo, los cuales 

se manifestaron con un bloqueo evidente de la espermatogénesis y la ovogénesis 

en las gónadas de estos peces.  

3. JUSTIFICACIÓN 

Los COC forman la sinergia para que se pueda llevar a cabo de manera exitosa el 

desarrollo, maduración y crecimiento de los ovocitos, para así garantizar que sean 

aptos en el proceso de fertilización. En este proceso las CC contribuyen al desarrollo 

y la maduración del ovocito y a su vez, este responde y regula su entorno en 

conjunto con las CC para garantizar que las condiciones sean propicias para su 

crecimiento.  

Dada la importancia de las CC en el proceso de desarrollo, maduración y ovulación 

del ovocito, y basados en estudios previos del efecto toxicológico que causan los 

PB en las células como DE y generadores de ERO, en este proyecto buscó 

determinar los efectos de la exposición al MePB en la integridad del ADN de las CC 

y su influencia como un factor que deteriora la calidad de los ovocitos porcinos, 

resaltando su relevancia debido a la ausencia de estudios enfocados en evaluar el 

daño que pueden estar causando los PB directamente en las CC. 
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Cuáles son los efectos del MePB en la integridad del ADN de las CC y su relación 

con la calidad del ovocito? 

5. HIPÓTESIS 

La exposición de los COC a diferentes concentraciones de MePB alterará la 

integridad del ADN de las CC, por lo que se producirá una disminución de la 

viabilidad y maduración de los ovocitos porcinos, por el papel fundamental que las 

CC tienen durante su desarrollo y maduración. 

6. OBJETIVO GENERAL 

Determinar si la exposición de los COCs porcinos a concentraciones de 500, 

750 µM y 1000 µM de MePB afecta la integridad del ADN de las CC. 

6.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Evaluar el efecto del MePB en la viabilidad de las CC de COCs expuestos. 

- Evaluar si el MePB altera la maduración y viabilidad de los ovocitos 

expuestos. 

 - Evaluar el efecto del MePB en la integridad del ADN de las CC de los 

ovocitos. 

  

7. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Evaluación del efecto del MePB sobre la viabilidad y MIV de los ovocitos, e 

integridad del ADN y viabilidad de las CC. 

Se realizaron tres grupos aleatorios de al menos 50 COCs cada uno para evaluar el 

efecto de tres diferentes concentraciones de MePB (500, 750 y 1000 µM) junto con 

un grupo control (sin tratamiento, 0 µM) posteriormente se determinó el efecto sobre 

la viabilidad y la MIV de los ovocitos, así como de la viabilidad y el daño al ADN de 

las CC (Figura 4). Las concentraciones de MePB que se emplearon en el presente 
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diseño se basaron en las reportadas por Barajas-Salinas et al., (2020), quienes 

determinaron que el MePB a concentraciones subletales de 500, 750 y 1000 µM 

provocaron disminución en la maduración y viabilidad de los ovocitos porcinos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. MÉTODOLOGÍA 

La metodología de colecta de ovocitos, tratamiento con MePB y MIV utilizada se 

basó en lo descrito por Barajas-Salinas, et al., 2020. 

Todos los reactivos utilizados durante el estudio fueron de la marca Sigma-Aldrich 

(Merck), al menos que se indique lo contrario. 

 

 

 

Figura 4. Diseño experimental.  

N: número de repeticiones. n: tamaño de la muestra.  

N: 3 

n: 200 por 

experimento. 

SELECCIÓN DE COCS 

Evaluación de la 
viabilidad de 

ovocitos  
(Tinción MTT) 

Evaluación de la 
MIV 

(Tinción Hoechst) 

Evaluación del 
daño al ADN de 

las CC 
(Ensayo cometa) 

Evaluación de la 
viabilidad de las 

CC 
(Tinción MTT) 

 

Exposición a MePB 

0, 500, 750, 1000 µM  

MIV 
44 h incubación  

 38.5 ºC con 5 % CO² y humedad a 
saturación. 
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8.1 Tratamiento con MePB 

Se empleó MePB (methyl 4-hydroxybenzoate), con PM 152.15 y CAS Número: 99-

76-3. 

Para preparar el MePB se llevó a cabo su disolución y dilución con medio de 

maduración (TCM-199, In Vitro México). Se preparo una solución 16.4 mM de 

MePB, a partir de la cual se obtuvieron las concentraciones finales de 500, 750 y 

1000 µM. 

Para la exposición de los COCs a MePB, estos se agregaron en las concentraciones 

antes descritas, en una caja de cultivo de 4 pozos durante las 44 h de MIV. 

8.2 Maduración in vitro 

En las instalaciones del rastro los Arcos en el Estado de México se colectaron 

ovarios de cerdas prepúberes F1 Landrace X Yorkshire de aproximadamente 6 

meses de edad. Los ovarios fueron transportados al laboratorio en solución 0.157 

M de NaCl, a temperatura entre 25–28 ºC. El primer paso fue realizar la punción de 

los folículos ovaricos aptos para colectar el fluido folicular, para lo cual se 

seleccionaron los que median entre 3 y 6 mm. Se puncionaron usando una aguja 

de calibre 18 con jeringa desechable de 10 mL, para la obtención del fluido folicular 

que contenía a los COCs. El fluido folicular colectado se dejó sedimentar por 20 min 

en un tubo de 50 mL. El paquete celular se lavó en tres tiempos de 15 min cada 

uno, en donde se agregaron 20 mL de la solución de Tyrode suplementada con 10 

mM de lactato de sodio, 0.50 mM de HEPES y 0.01 % de polivinil alcohol (TL-

HEPES PVA) a pH de 7.3 – a 7.4. 

El paquete celular se colocó en cajas Petri de 35mm para seleccionar aquellos 

COCs que presentaban un citoplasma uniforme y al menos tres capas de CC. 

Posteriormente se lavaron tres veces para retirar restos celulares en 500 µL de 

medio TCM-199 con sales de Earle y bicarbonato de sodio (In vitro, México) 

suplementado (glucosa 3 mM, piruvato de sodio 0.91 mM, alcohol polivinílico 0.1% 

v/v, cisteína 0.57 mM, EGF 10 ng/mL, penicilina 75 µg/mL, estreptomicina 1 µg/mL). 

Se cultivaron 50 COCs por pozo, en cajas de 4 pozos que contenían 500 µL de 
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medio de maduración TCM-199 suplementado, previamente cubierto con aceite 

mineral e incubado a 38.5 ºC con 5 % de CO2 y humedad a saturación; finalmente 

se añadieron 5 µg/mL de FSH y 5 µg/mL de LH y se dejaron a incubación por 44 h 

(Ducolomb et al., 2009; Barajas-Salinas et al., 2020). 

8.3 Evaluación de la viabilidad y MIV 

La evaluación de la viabilidad y de la MIV se realizó en el mismo ovocito mediante 

una técnica de doble tinción con metil tetrazolio (MTT) (5 mg/mL) para viabilidad y 

bisbenzimida (Hoechst 33258) (45 µg/mL) para maduración.  

Se incubaron los COCs en MTT por 30 min. Los ovocitos y CC incoloros se 

clasificaron como muertos y los teñidos de color púrpura como vivos. La evaluación 

de la viabilidad se realizó antes de la tinción con Hoechst, utilizando un microscopio 

estereoscópico. Posteriormente, para evaluar las etapas de la maduración nuclear 

los mismos ovocitos fueron teñidos con Hoechst 33258 en PBS aislados de la luz a 

4 ºC durante 40 min, posteriormente se fijaron con glutaraldehído al 2 % por 20 min 

y se realizó el montaje sobre un portaobjetos con glicerol-PBS (1:9). Los criterios 

para la evaluación de la maduración nuclear fueron los siguientes: ovocitos con 

vesícula germinal (VG): inmaduros; en MI: en vías de maduración; en MII: maduros 

(Casas et al., 2010; Barajas-Salinas et al., 2020).  

8.4 Evaluación de la integridad del ADN (Ensayo cometa) 

El daño al ADN generado por la exposición a MePB se evaluó en las CC mediante 

electroforesis unicelular en gel en condiciones alcalinas (ensayo cometa) siguiendo 

el protocolo de Einaudi et al., 2013 y López et al., 2021. Se preparó agarosa de bajo 

punto de fusión (0.5 %) y de punto de fusión normal (0.1 %) diluido en PBS (NaCl al 

0.8 %, KCl al 0.02 %, KH2PO4 al 0.02 % y NaH2PO4 al 0.15 % en agua destilada). 

Se utilizaron portaobjetos esmerilados para dar soporte a la agarosa de punto de 

fusión normal en la que se sumergieron y se dejaron a temperatura ambiente 

durante al menos 24 h hasta su solidificación. 

Las CC se obtuvieron del medio de maduración posterior a la denudación de los 

ovocitos, se clasificaron en 5 grupos: control, los tratamientos con las 
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concentraciones de MePB (500, 750 Y 1000 µM) y un control positivo a daño con 

peróxido de hidrogeno (H2O2 al 0.3%). Las CC se resuspendieron en la agarosa de 

bajo punto de fusión y se extendieron sobre portaobjetos previamente tratado con 

agarosa de punto de fusión normal, se mantuvieron a 4 ºC en oscuridad durante 10 

min y posteriormente se añadió otra capa de agarosa de bajo punto de fusión. Los 

portaobjetos se sumergieron en solución de lisis (NaOH, EDTA, TRIS, NaCL) 

durante 24 h a 4 ºC y protegidos de la luz. 

Posteriormente se colocaron en la cámara de electroforesis horizontal y se 

equilibraron en solución amortiguadora durante 15 min. Después se realizó la 

electroforesis a 25 V y 300 mA durante 15 min. Al término de la electroforesis, las 

preparaciones se neutralizaron en solución de Tris (0.4 M) durante 10 min. 

Finalmente se sumergieron en etanol al 70 % durante 5 min para deshidratarlas y 

se dejaron secar a temperatura ambiente durante minimo 3 h hasta su evaluación.  

Para evaluar la integridad del ADN, las preparaciones se colocaron sobre papel 

absorbente húmedo y se tiñeron con 50 μL de bromuro de etidio (20 μL/mL) durante 

10 min (Berthelot-Ricou et al., 2011), luego se analizaron al microscopio de 

epifluorescencia (Zeiss Axiostar) con el filtro Tex Red (561 o 594 nm) observando y 

capturando imágenes de los cometas a 40x. Las imágenes obtenidas se analizaron 

con el programa OpenComet las cuales analizaron con el sofware Image J 

OpenComet plugin para Windows 11 que permitió evaluar el daño al ADN. Las 

evaluaciones de la genotoxicidad celular se obtuvieron mediante cuatro parámetros: 

a) Longitud de la cola del cometa (CTL). Se refiere a la extensión del daño en 

el ADN y está dado en micrómetros. 

b) ADN de la cabeza del cometa (%).  Se refiere al porcentaje de integridad del 

ADN. 

c) ADN de la cauda del cometa (%). Indica el porcentaje de fragmentación del 

ADN. 

d) El “momento de la cauda de Olive (OTM, por sus siglas en inglés), producto 

del % de ADN en la cauda y la distancia entrene los centros de masa de las 

regiones de la cabeza y la cauda. 
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El OTM es proporcional al daño genotóxico (a mayor OTM el daño genotóxico es 

superior) y es de las medidas más confiables y representativas para evaluar el daño 

al ADN celular (López et al., 2021). 

8.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para los datos obtenidos de las cuatro variables aleatorias dependientes se 

aplicaron pruebas estadísticas para la distribución normal junto con el coeficiente 

de asimetría y curtosis. Para los resultados de viabilidad y maduración de los 

ovocitos, así como de la viabilidad de los COCs se realizó una prueba de hipótesis 

de Kruskal-Wallis para determinar si al menos un grupo es diferente y la prueba de 

comparaciones múltiples de Dunn´s. Para la evaluación del daño al ADN mediante 

el ensayo cometa los resultados se analizaron mediante ANOVA de una vía y 

posteriormente una prueba de comparaciones múltiples, de Tukey. En cada prueba 

se consideró p < 0.05 como diferencia significativa. 
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9. RESULTADOS 

 
9.1 Viabilidad de ovocitos porcinos y células del cúmulo  

La viabilidad fue evaluada mediante la tinción de MTT posterior a la incubación de 

los ovocitos que cumplían con las características óptimas para ser sometidos a las 

44 h de maduración (citoplasma uniforme y al menos tres capas de células del 

cúmulo) (Figura 5). La Figura 6 muestra la evaluación de la viabilidad de los 

ovocitos colectados. Se realizaron tres experimentos con un promedio de 200 

ovocitos distribuidos en 4 pozos. Para la viabilidad de los COCs se consideraron 

tres criterios de evaluación: OV-CG: ovocito vivo, CC vivas; OV-CM: ovocito vivo, 

CC muertas y OM-CM: ovocito muerto, CC muertas como se observa en la Figura 

7. No se observaron patrones de ovocitos muertos con CC vivas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Selección de COCS. 

Figura 7. Tinción de MTT para viabilidad de COCs. 

A. Ovocito vivo - CC vivas (OV-CV) B. Ovocito vivo – CC muertas (OV-CM) C. Ovocito muerto – CC muertas (OM-CM). 

B A C 

Figura 6. Evaluación de viabilidad con MTT.  

Flecha azul: Ovocitos incoloros no viables 

Flecha negra: Ovocitos morados viables 
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Se evaluó el efecto del MePB determinando el porcentaje de viabilidad de los 

ovocitos expuestos utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con una 

N=3 y un análisis post hoc de Dunn´s. Como se observa en la Figura 8, existen 

diferencias significativas a una p<0.05; media  EE, en la concentración de 1000 

M de MePB con respecto al grupo control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Viabilidad de ovocitos de cerdo madurados in vitro expuestos a diferentes 

concentraciones de MePB. Los datos se presentan como media ± EE. *Presenta 

diferencias significativas vs. control, considerando p < 0.05. 

La viabilidad de las CC se evaluó realizando la tinción de MTT en los COCs, los 

resultados se describen en la Figura 9, donde se observan las gráficas e imágenes 

representativas para cada grupo evaluado. El análisis de los datos se realizó 

utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con N=3 y un análisis post hoc 

de Dunn´s. Se encontraron diferencias significativas en el tratamiento de 1000 M 

con respecto al grupo control en el parámetro de OV-CV; entre el grupo de 750 M 

y el grupo control se encontraron diferencias significativas en el parámetro de OV-

CM; finalmente en el parámetro de OM-CM se encontraron diferencias significativas 

entre el grupo de 1000 M y el grupo control. Lo que muestra el daño concentración 

dependiente en los COCs, y de manera sobresaliente, la tendencia de las CC a 

presentar menor viabilidad en comparación a los ovocitos.   

* 
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Figura 9.  Viabilidad de las CC. La cual se encuentra graficada (A,B,C) y 

representada en imágenes (D, E, F) en la clasificación designada para su evaluación 

(OV-CV, OV-CM, OM-CM). Los datos se presentan como media ± EE. *Diferencias 

significativas vs control, considerando p < 0.05. 

 

9.2 Maduración in vitro de ovocitos porcinos 

En la Figura 10 se muestran los criterios de clasificación de los estados de 

maduración nuclear de los ovocitos de los diferentes grupos. 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Evaluación del estado de maduración nuclear.  

A. Ovocito en vesícula germinal (inmaduro). B. Ovocito en metafase I (en vía de maduración).  

C. Ovocito en metafase II (maduro). 

 

VG MI MII 

B. 

  D E F 

* * 

C. 

  A.   B.   C. 

* 

A. 
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Se evaluó el efecto del MePB determinando el porcentaje de maduración en las 

diferentes etapas de maduración (Figura 11 a 13) de los ovocitos expuestos 

utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con N=3 y el análisis post hoc 

de Dunn´s. Como se puede observar en la Figura 11 y 12 que evalúan los estados 

de maduración VG y MI hay una tendencia al aumento de ovocitos que se quedan 

inmaduros, pero no se encontraron diferencias significativas. En la Figura 13, 

existen diferencias significativas a una p<0.05; media  EE, en la concentración de 

1000M de MePB con respecto al grupo control donde el valor de p=0.0393. 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Ovocitos de cerdo madurados in vitro expuestos a 

diferentes concentraciones de MePB en estadio de MI. No se 

encontraron diferencias significativas. 

Figura 11. Ovocitos de cerdo madurados in vitro expuestos a 

diferentes concentraciones de MePB en estadio de vesícula 

germinal. No se encontraron diferencias significativas. 

Figura 13. Ovocitos de cerdo madurados in vitro expuestos a 

diferentes concentraciones de MePB en estadio de MII. Los datos se 

presentan como media ± EE. *Se encontraron diferencias 

significativas vs control, considerando la p< 0.0393. 

 

*  



 

24 
 

9.3 Daño a la cromatina de ovocitos porcinos 

Posterior a la MIV y tinción con Hoechst se evidenció un aumento en el número de 

ovocitos dañados, esto fue consecuente con el aumento en la concentración del 

MePB, donde en las dosis más altas (750 M y 1000 M) se observa daño en la 

cromatina, Figura 14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al realizar el análisis estadístico en el cual se realizaron las pruebas Kruskal-Wallis 

y post hoc de Dunn´s se observa una tendencia en el aumento de ovocitos con daño 

en la cromatina con respecto al aumento de la concentración de MePB. Sin 

embargo, solo se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y 1000 

M con una p= 0.0317 figura 15. 

 

 

 

 

Figura 14. Ovocitos de cerdo madurados in vitro expuestos a diferentes 

concentraciones de MePB donde se observa el daño a cromatina en ovocitos 

(A,C), alteraciones citoplasmáticas y disminución en la expansión de las CC (B,D). 

750 μM 

1000 μM 1000 μM 

  A 

  C 

A  

C  
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9.4 integridad del ADN de las células del cúmulo  

Se evaluó el efecto del MePB en la integridad del ADN mediante la electroforesis 

unicelular alcalina (ensayo cometa) con cuatro patrones de medición obtenidos por 

el software OpenComet, los cuales son: Longitud de la cauda del cometa (CTL), 

ADN de la cabeza y cauda del cometa y el tiempo momento (OTM) representados 

en la Figura 16 A. El análisis estadístico realizado fue un ANOVA de una vía y un 

análisis post hoc con la prueba de Tukey. Los datos se presentan como media ± 

DE. *Se encontraron diferencias significativas vs control, considerado la p< 0.05. 

 

Las gráficas de la Figura 16 muestran los resultados del análisis estadístico 

realizado. En la Figura 16 B se evalúa la longitud de la cauda del cometa, donde 

se observa un incremento de la longitud en los tratamientos y del control positivo a 

daño (H2O2 al 0.3%). El grupo H2O2 presenta los valores más altos seguido del grupo 

de 1000 M. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos de 

tratamiento con el grupo control (F = 20.46). El control positivo (H2O2) obtuvo una p 

<0.0001 al igual que los tratamientos: 500 M (p <0.0001), 750 M (p <0.0001) y 

1000 M (p <0.0001). 

Figura 15. Ovocitos de cerdo madurados in vitro expuestos 

a diferentes concentraciones de MePB donde se evidencia 

daño en la cromatina. Los datos se presentan como media 

± DE. *Se encontraron diferencias significativas vs control, 

considerado la p> 0.05. 

 

*  
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En la Figura 16 C se evaluó el OTM, donde se observa un incremento en los valores 

de los tratamientos y del control positivo. El control positivo presenta los valores más 

altos seguido del grupo de 500 M. Se encontraron diferencias significativas entre 

tres de los grupos de tratamiento con el grupo control (F= 7.158) donde el control 

positivo obtuvo una p < 0.0005 al igual que los otros grupos tratamiento: 500 M (p 

<0.0001), 750 M (p<00435) y 1000 M (p <0.0009). 

En la figura 16 D se presentan los resultados del % de ADN de la cabeza, donde 

se observa una disminución en el porcentaje de ADN en los tratamientos con PB y 

el control positivo. El control positivo presenta los valores más bajos seguido del 

grupo de 1000 M y el grupo control representa los valores más altos ya que 

representa el porcentaje de ADN íntegro presente en la cabeza del cometa, esto 

quiere decir que a mayor porcentaje se presenta mayor integridad del ADN en la 

cabeza, lo que coincide con el efecto esperado en el control. Se encontraron 

diferencias significativas entre los grupos de tratamiento con el grupo control (F= 

96.27), el control positivo obtuvo una p<0.0001 al igual que los otros grupos 

tratamiento: 500 M (p <0.0001), 750 M (p <0.0001) y 1000 M (p <0.0001). 

En la figura 16 E se evaluó el porcentaje de ADN en la cauda del cometa, donde se 

observa un aumento del daño en el ADN en los tratamientos y en el control positivo. 

Este último presenta los valores más altos seguido del grupo de 1000 M. El grupo 

control presenta los valores más bajos ya que en condiciones normales no debe 

haber cola en el cometa debido a la ausencia de daño. Se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos de tratamiento con el grupo control (F= 96.72), el 

control positivo obtuvo una p <0.0001 al igual que los otros grupos tratamiento: 500 

M (p <0.0001), 750 M (p <0.0001) y 1000 M (p <0.0001). 
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Figura 16. Daño al ADN generado en las CC de ovocitos porcinos expuestas a 

diferentes concentraciones de MePB.  

(A) imagen representativa del daño al ADN generado por el MePB en las células del 

cúmulo en el grupo control, control positivo (H2O2), y concentraciones de 500, 750 

y 1000 M de MePB. Tinción con bromuro de etidio con microscopio de 

fluorescencia. En el grupo control se observaron células sin daño al ADN, pero en 

el control positivo y tratamientos con MePB, los cometas muestran daño en el ADN. 

(B) En la longitud de la cola del cometa se obtuvo un porcentaje más alto en el grupo 

de H2O2 y 1000 M consecuente con el daño genotóxico que realiza el MePB, se 

observaron diferencias significativas en todos los grupos con respecto al grupo 

*Diferencia significativa con respecto al grupo control. 
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control. (C) La evaluación del OTM es uno de los indicadores principales de daño 

genotóxico, se observa como aumenta en el grupo de H2O2 y en los tratamientos 

donde se observaron diferencias significativas con respecto al grupo control. (D, E) 

el porcentaje de ADN de la cabeza muestra una disminución en el grupo de H2O2 y 

los grupos tratados de manera gradual, a medida que aumenta el porcentaje de 

ADN en la cola respectivamente, haciendo notorio el corrimiento del ADN por la 

electroforesis. *Se encontraron diferencias significativas vs. control, considerado p 

< 0.05. 

 

10. DISCUSIÓN 

El uso indiscriminado de PB se ha visto reflejado en la presencia de PB en recursos 

hídricos, como aguas subterráneas, aguas residuales domésticas, aguas 

industriales e incluso de mar, en un amplio intervalo de concentraciones (del orden 

de ng/L a mg/L) y han generado grandes preocupaciones ambientales (Heo et al., 

2023). Los PB por estar presentes en las formulaciones de productos de uso diario 

como champús, jabones y gel de ducha contaminan estas fuentes ocasionando 

múltiples daños a organismos acuáticos y de consumo humano, como son los 

peces. Estos daños también podrían producirse en otros organismos como los 

humanos debido a que estamos expuestos diariamente al uso de productos que 

contienen PB. Los PB han sido catalogados como DE por los efectos generados en 

los organismos sometidos a experimentos in vitro e in vivo, éstos representan un 

problema a mayor escala por la gran exposición diaria ya que se encuentran en 

productos cosméticos, farmacéuticos, conservantes de alimentos, entre otros. La 

mayoría de los estudios toxicológicos previos sobre MePB se han centrado en su 

efecto potencial como DE al activar selectivamente los receptores de estrógeno e 

inducir la secreción de estradiol. El MePB exhibe una actividad estrogénica basada 

en evidencias in vitro e in vivo (Hu, et al., 2023; Elsehly et al., 2022; Bereketoglu y 

Pradhan, 2019; Watanabe et al., 2013). Por lo tanto, dada la relevancia de estudios 

encontrados en PB es importante profundizar en otras vías por las cuales los PB 

están generando efectos en los organismos y descifrar los mecanismos de acción 
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principales por los cuales se afectan los sistemas celulares de los organismos 

expuestos a concentraciones biológicamente relevantes.  

10.1 Alteraciones en la viabilidad, MIV y cromatina de ovocitos porcinos 

La determinación de la viabilidad y MIV de los ovocitos expuestos al MePB permite 

tener resultados sobre el efecto directo en el gameto femenino y como, mediante 

diversas rutas fisiológicas, altera su viabilidad y maduración. Los resultados de 

viabilidad y MIV de este estudio corroboran lo descrito por Barajas-Salinas et al., 

2020, donde se evidenció una disminución de la viabilidad de los ovocitos de 

manera concentración dependiente y se determinó que la concentración letal 50 

(CL50) es de 

 2028 µM. Las concentraciones empleadas en este estudio fueron subletales (500, 

750 y 1000 µM), que, si bien no presentan daños citotóxicos en la viabilidad, estos 

producen alteraciones a nivel fisiológico de los ovocitos. En este estudio la 

exposición a 1000 M de MePB generó una disminución en la viabilidad de los 

ovocitos, donde también fue posible observar alteraciones a nivel citoplasmático, 

daño a la cromatina y disminución notoria en la expansión de las CC. Esto se 

relaciona con lo descrito por Barajas-Salinas et al., 2020, donde a partir de 750 µM 

y 1000 µM, se observaron cambios citoplasmáticos en los ovocitos y disminución en 

la expansión de las CC.   

En cuanto a los resultados de MIV, en este estudio se encontró que a la 

concentración de 1000 µM, esta disminuye hasta un 20%. Estos resultados 

coinciden con Barajas-Salinas et al., 2020, en donde reportan la disminución de la 

MIV a partir de 750 µM de MePB en un 30%. Con lo anterior podemos decir que el 

MePB tiene un mayor efecto a nivel de la MIV que la viabilidad. 

De manera similar, el estudio realizado por Jeong et al., 2020, en el cual se evaluó 

el efecto del BuPB en la MIV de ovocitos porcinos, se reportó disminución en la 

proporción de ovocitos en MII y aumento en el número de ovocitos inmaduros, a 

concentraciones de  300, 400 y 500 µM de BuPB. Recientemente, un estudio in vivo 

realizado por Zhang et al., 2023 en ovocitos de ratón mostró de igual manera, que 
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el BuPB disminuyó la tasa de rompimiento de la vesícula germinal y la tasa de 

expulsión del cuerpo polar en todas las concentraciones empleadas en el estudio 

(15, 150 y 500 mg/kg de peso corporal). Los resultados obtenidos en este estudio 

muestran que el MePB tiene un efecto en la disminucion de la MIV a 

concentraciones superiores a las empleadas con el BuPB, esto se atribuye al mayor 

potencial toxico dado por la longitud de su cadena alquilica. Watanabe et al., 2013 

reportaron que los PB que tenían una longitud moderada de cadena lateral de 

alquilo (C5 – C7) mostraron la mayor actividad estrogénica, lo que confirma que a 

mayor longutid de la cadena, como es el caso del BuPB, se requiere una 

concentración menor para encontrar efecto, en este caso, en la disminucion de la 

MIV.  

Uno de los posibles mecanismos de acción mediado por el MePB puede darse por 

su efecto a nivel mitocondrial, varias patologías y condiciones ambientales adversas 

alteran la función mitocondrial de múltiples maneras. Las mutaciones, deleciones o 

alteraciones de la replicación del ADNmt son la causa más común de disfunción 

mitocondrial, pero esta disfunción también puede resultar de la exposición a 

xenobióticos y condiciones ambientales adversas (Srinivasan et al., 2017). En 

particular, se ha propuesto que los PB inducen estrés oxidante mediante el aumento 

en la producción de ERO (Meng et al., 2020), alteración en la síntesis de enzimas 

antioxidantes (Jeong et al., 2020) y se sugirió también que el estrés oxidante 

inducido por el BuPB en las células del trofoblasto humano conduciría al colapso de 

la membrana mitocondrial. Las disfunciones mitocondriales van desde la reducción 

de la producción de ATP por fosforilación oxidativa, incapacidad para modular la 

producción excesiva de ERO y nitrógeno, la desregulación del calcio hasta la 

apertura del poro de transición de permeabilidad y el inicio de la apoptosis 

(Srinivasan et al., 2017). 

En este estudio realizamos la técnica de evaluación de viabilidad en ovocitos con la 

tinción de MTT, que además de evaluar ovocitos vivos o muertos permite determinar 

la actividad mitocondrial. Este ensayo se basa en la reducción metabólica del MTT 

realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa a sales de 



 

31 
 

formazan, que se observa mediante la coloración azul/morada de las células, 

permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas (De 

Castro, 2006). Esto se puede relacionar con el mecanismo de acción que ejerce el 

MePB en su efecto antimicrobiano donde se ha sugerido que actúa alterando el 

potencial eléctrico de membranas (celular y mitocondrial) y permeabilidad del 

agente microbiológico, bloqueando la generación de energía y propiciando la 

pérdida de su transporte, imposibilitando su crecimiento y propagación (Piqueres, 

2019). Si bien la disminución de la viabilidad fue hasta un 70% en ovocitos es 

importante resaltar que las CC son las primeras en estar en contacto con el MePB, 

ejerciendo un papel protector hacia el ovocito.  

Otros estudios han evaluado el efecto de los PB a nivel mitocondrial como es el 

caso de Jeong et al., 2020 donde evaluaron la exposición al BuPB durante la MIV 

sobre la distribución y función mitocondrial por medio de ovocitos teñidos con 

MitoTracker Deep Red, donde se observó que la exposición a 50 µM de BuPB causó 

una distribución anormal de las mitocondrias y alteraciones del potencial de 

membrana lo que los llevó a sugerir que la exposición a BuPB afectó negativamente 

la organización y función mitocondrial durante la maduración de los ovocitos. 

Adicional a este estudio Zhang et al., 2023 recientemente reportaron el efecto del 

BuPB en la reanudación meiotica y fertilización en ratones, encontrando que el 

BuPB perturba la integridad y la dinámica de las mitocondrias en los ovocitos de 

ratones, generando un aumento en la producción de ERO y apoptosis.  

En este estudio tambien fue posible observar el daño en la cromatina de los 

ovocitos, donde se evidenció un porcentaje del 30% de ovocitos con daño a 

1000µM. Sabemos que el ADN eucariótico no está desnudo sino unido al ADN por 

histonas para formar nucleosomas y las colas (N-terminales) de las histonas se 

extienden fuera del nucleosoma, de modo que estos N-terminales se modifican 

fácilmente. Estas modificaciones pueden afectar la afinidad entre la histona y el ADN 

y cambiar el estado estructural de la cromatina, afectando así la expresión génica 

(Howard y Yehudit, 2009; Park et al., 2010; Meng et al., 2020). Esto se relaciona con 

lo descrito por Meng el at., 2020 que evaluaron los niveles de metilación de las 
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histonas en los ovocitos y reportaron que este aumentó significativamente tras la 

exposicion de ovocitos a IBPB, lo que causa el aumento en la metilacion en las 

histonas y estos sitios de metilación producen cambios en la estructura original del 

nucleosoma y la cromatina. Con esto se puede sugerir que, aunque el procentaje 

de daño a la cromatina no es tan alto, el MePB podria estar generando daño en la 

cromatina de los ovocitos a traves de la metilacion de las histonas. 

10.2 Viabilidad de las CC de los ovocitos porcinos 

Las CC desempeñan un papel fundamental en la maduración adecuada de los 

ovocitos, en la adquisición de una mayor competencia de desarrollo (Fontana et al., 

2023) y además los protegen de las ERO que se producen principalmente por 

procesos fisiológicos normales del metabolismo celular, debido a la baja capacidad 

del ovocito para movilizar moléculas antioxidantes (Martinez et al., 2023). En este 

estudio se encontró que la viabilidad de las CC en los COCs disminuyó hasta un 

45% en la concentración de 750 µM (OV-CM), sin embargo, el ovocito seguía vivo. 

Hasta la concentración de 1000 µM en un 38% tanto los ovocitos como las CC 

estaban muertos. Lo anterior indica que las CC son más susceptibles al daño por el 

MePB ya que estas son las que inicialmente entran en contacto con el tóxico.  

Diversos estudios se han enfocado a estudiar la producción de radicales libres e 

inducción de estrés oxidante donde se ha encontrado que los PB inducen altos 

niveles de ERO como lo descrito por Meng et al., 2020 donde demostraron que 

ovocitos porcinos expuestos a IBPB aumentaron la presencia de ERO causando 

apoptosis temprana en ovocitos y disminución en el proceso de MIV. En este estudio 

no se realizaron pruebas para evaluar la producción de ERO pero, debido a que, 

uno de los principales efectos del estrés oxidante a nivel celular es el daño al ADN, 

quisimos mediante el ensayo cometa evaluar el daño generado por el MePB en las 

CC como consecuencia de la alteración mitocondrial, el aumento en la producción 

de ERO y el estrés oxidante como posibles mecanismos de daño generado en el 

ADN. Como ya se mencionó anteriormente el efecto del MePB está alterando la 

función mitocondrial en las CC lo cual conduce a un estado de estrés oxidante que 

posteriormente podría desencadenar daño en el ADN. 
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10.3 Daño a la integridad del ADN de las CC  

El ensayo de electroforesis en gel unicelular o ensayo cometa es uno de los ensayos 

más utilizados para detectar daño en el ADN a nivel de una sola célula. La 

determinación del daño se lleva a cabo mediante puntuación visual de las células 

después de clasificarlas en diferentes categorías según la longitud y la forma de la 

cauda. En este ensayo, la forma, el tamaño y la cantidad de ADN dentro del cometa 

desempeñan un papel importante en la determinación del nivel de daño (Kumaravel 

et al., 2009). Además, es posible evaluar la genotoxicidad que pueden causar 

algunos xenobióticos como los PB, en este caso, direccionado al efecto dañino en 

las CC que proveen soporte y confieren propiedades especificas al ovocito, para 

que termine su maduración citoplasmática y nuclear de manera adecuada y, 

posteriormente ocurra la ovulación y posterior fertilización.  

Los resultados obtenidos muestran que el MePB causó daño genotóxico a las CC, 

donde a concentraciones de 750 y 1000 M, las células empiezan a tener 

alteraciones que se pueden atribuir principalmente a la alta permeabilidad que 

parece poseer el MePB.  

En un estudio realizado por Pérez et al., 2010 con técnicas de inmunodetección 

reveló que el PrPB indujo rupturas de doble cadena de ADN y daño oxidante en 

células Vero de riñón, sugiriendo que la base del efecto citostático observado en las 

células tratadas se debe a la acción del PrPB. Esto se relaciona con la técnica 

empleada en nuestro estudio para la determinación del tipo de daño al ADN en el 

cual, mediante el ensayo cometa que evalúa rupturas de cadena simple y doble del 

ADN, fue posible determinar que el MePB está generando daño. Las ERO se dirigen 

al ADN de las células y provocan modificaciones en las bases, rupturas de hebra 

simple o doble de las moléculas de ADN. El electrón único desapareado se une 

fácilmente a moléculas de ADN (grupo fosfato), lo que resulta en un emparejamiento 

y codificación de bases incorrectos en la replicación del ADN y la aparición de 

mutaciones genéticas (Liu et al., 2022). En este estudio se determinó que el tipo de 

daño al ADN fue causado por ruptura de cadenas simples y dobles. Al relacionar 

estos hallazgos con los resultados obtenidos en la cuantificación de la viabilidad de 
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las CC es posible sugerir que el tipo de daño al ADN que está siendo ocasionado 

por el MePB en su mayoría es irreversible, está llevando a las CC a la muerte 

posiblemente dada por apoptosis. En este estudio no medimos ningún factor que 

confirme un proceso de apoptosis en las células, pero en otros estudios ya se ha 

relacionado el efecto de los PB con el aumento en la producción de ERO, ruptura 

de doble cadena de ADN y presencia de factores apoptóticos como la Anexina V en 

ovocitos, sugiriendo que los PB a través de la disfunción mitocondrial, estrés 

oxidante y posterior daño al ADN desencadenan la muerte celular por apoptosis 

(Zhang et al., 2023).  

Otra vía de generación de daño al ADN causado por los PB fue descrita por Meng 

et al., 2020 donde evaluaron la metilacion de las histonas como alteracion 

epigenetica causada por la exposicion a IBPB, encontrando que el nivel de 

metilación de las histonas aumentó significativamente, lo que sugiere que estos 

sitios de metilación cambian la estructura original del nucleosoma, afectando la 

expresión génica de los ovocitos, perjudicando su calidad y conduciendo a una 

disminución del proceso de maduración. Sin embargo, hasta donde tenemos 

conocimiento este es el primer estudio que evalúa el daño al ADN en CC, los ya 

reportados se han realizado en ovocitos. 

Cuantificar el daño al ADN de las CC permite dilucidar uno de los posibles 

mecanismos mediante el cual el MePB disminuye de manera sustancial la 

maduración de los ovocitos, ya que, al ser la primera barrera de protección hacia el 

ovocito, reciben el efecto directo del agente tóxico y alteran los procesos regulados 

por las CGM y las CC. 

Los resultados obtenidos en este estudio y su relación con otros hallazgos 

reportados del MePB y otros PB a nivel celular nos permiten proponer un 

mecanismo de acción por el cual los PB están generando la disminución en la 

viabilidad de los ovocitos y CC, así como la disminución de la MIV, daño a la 

cromatina en ovocitos y el daño al ADN en las CC. Dichos mecanismos se 

encuentran descritos en la Figura 17.  

 



 

35 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 17. Diagrama esquemático que ilustra los mecanismos de acción ya 

reportados en otros estudios y en el presente trabajo (indicados en verde) sobre los 

efectos del MePB en ovocitos y CC.  

En la figura 17 se explica el mecanismo mediante el cual el MePB podría ejercer 

su efecto a nivel de los ovocitos y las CC. De manera inicial el MePB entra en 

contacto con las CC, por su estructura y tamaño tiene la capacidad de atravesar la 

membrana plasmática de la célula por difusión simple, ya al interior de la célula 

ejerce su acción de manera directa sobre la membrana mitocondrial, alterando su 

distribución normal y aumentando la permeabilidad, lo que conlleva a 

consecuencias a nivel de la función mitocondrial como lo es, el aumento en la 
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producción de ERO causado por la falla en la cadena de transporte de electrones y 

fosforilación oxidativa. Esta disfunción mitocondrial desencadena en la célula un 

proceso de estrés oxidante que genera en la célula daño en el ADN. Si la CC no 

logra reparar el daño causado se inicia el proceso de muerte celular mediado 

principalmente por apoptosis. La muerte de un gran porcentaje de CC que rodean 

el ovocito y se encargan de dar soporte e intervienen en procesos fundamentales 

como la reanudación meiótica afectan de manera directa la calidad del ovocito y su 

maduración. Por lo tanto, en el ovocito se observa un efecto colateral causado por 

la muerte de las CC además del efecto directo del MePB, disminuyendo su 

viabilidad, MIV y alterando la cromatina. *Los enunciados resaltados en verde 

corresponden a los hallazgos realizados en este estudio.  

 

11. CONCLUSIONES 

El MePB disminuyó la viabilidad de las CC y causó daño en su ADN, lo cual 

comprometió la viabilidad, MIV e integridad de la cromatina en los ovocitos. Lo 

anterior debido a la importancia de las CC en el proceso de reanudación meiótica, 

así como su función en el desarrollo adecuado del ovocito.  

El MePB tuvo un mayor efecto citotóxico en las CC comparado con el ovocito. lo 

anterior debido a que las CC protegen al ovocito y son las que de manera inicial 

entran en contacto con el PB.  

Este es el primer estudio en demostrar los efectos del MePB en las CC y su 

repercusión en los ovocitos.  

Estos hallazgos proporcionan información sobre la relación de los PB y su efecto en 

la disminución de la fertilidad femenina, para lo cual se requieren más estudios que 

profundicen en el daño que puede realizar el MePB. 
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12. PERSPECTIVAS 

Se requieren más estudios de los efectos del MePB en ovocitos y CC para explicar 

de manera específica su mecanismo de acción y lograr determinar el impacto que 

podría causar en la fertilidad. 

De vital importancia seria cuantificar el nivel de ERO que se están produciendo a 

nivel de ovocitos y CC, así como la cuantificación de superóxido dismutasa (SOD) 

en CC para poder afirmar la teoría propuesta en la cual sugerimos que el principal 

mecanismo de daño al ADN causado en las CC y los ovocitos se debe en gran parte 

al estrés oxidante que se produce en la célula bajo el efecto del tóxico. Para reforzar 

la teoría del daño oxidativo generado por las ERO seria pertinente evaluar la 8-

hidroxi-2'-desoxiguanosina, marcador del daño oxidativo en el ADN   

Otro parámetro por evaluar es el porcentaje de apoptosis en las CC como un 

marcador de muerte celular inducido por ERO, estrés oxidante, daño al ADN y 

muerte celular. Ya que los niveles de apoptosis no han sido cuantificados en CC. 
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