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RESUMO

Bisfenol A e seus impactos téxicos na reprodugao

O Bisfenol A (BPA), amplamente utilizado em plasticos e resinas epoxi, representa
preocupagao devido a sua capacidade de interferir sobre a fisiologia reprodutiva,
desenvolvimento embrionario e mecanismos moleculares associados a sua
toxicidade como desregulador enddcrino. A revisao integrativa de literatura,
sistematiza evidéncias experimentais in vivo e in vitro sobre embriotoxicidade, efeitos
gonadais, vias moleculares e transgeracionalidade associados a exposi¢cdo ao BPA.
Os resultados indicam que a exposicdo ao composto compromete o
desenvolvimento embrionario desde as fases iniciais, reduzindo taxas de clivagem e
formacédo de blastocistos, além de aumentar a apoptose e o estresse oxidativo.
Observa-se ainda disfuncdo mitocondrial e alteracbes metabdlicas que afetam
diretamente a competéncia embrionaria. Em relagcdo aos efeitos gonadais, ha
reducao da qualidade oocitaria, alteragdes na maturagdo meidtica, desorganizagao
do fuso, atresia folicular e disfungdo da esteroidogénese ovariana. Em nivel
molecular, o BPA atua principalmente por ligagao a receptores estrogénicos, indugao
de espécies reativas de oxigénio, modulagdo de vias apoptodticas e alteragdes
epigenéticas. Evidéncias adicionais apontam efeitos transgeracionais, com impactos
reprodutivos observados em geracbes nao diretamente expostas, sugerindo
reprogramacgao epigenética persistente. O artigo de carater experimental, utiliza o
modelo de maturagdo in vitro de odcitos bovinos para investigar os efeitos de
diferentes concentragbes de BPA sobre a progressao meibtica, homeostase celular
e desenvolvimento embrionario subsequente. Os achados demonstram que
concentragbes elevadas de BPA durante a maturagdo oocitaria prejudicam a
competéncia de desenvolvimento, comprometendo a fungcdo mitocondrial,
aumentando os niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio e alterando a
organizacgao citosquelética e o alinhamento cromossémico. Tais alteragdes resultam
em maior incidéncia de aneuploidia, redugdo da viabilidade embrionaria e menor
eficiéncia no desenvolvimento poés-fertilizacdo. Os estudos evidenciam que o BPA
exerce toxicidade reprodutiva multifatorial, envolvendo desregulagdo enddcrina,
estresse oxidativo, disfungdes mitocondriais, alteragbes epigenéticas e prejuizos na

maturacao oocitaria e no desenvolvimento embrionario. Além disso, reforgam que



mesmo exposicoes ao BPA podem desencadear efeitos biologicos significativos e
duradouros. Dessa forma, os achados contribuem para o avango do entendimento
do mecanismo da toxicidade do BPA e destacam sua relevancia como fator de risco
ambiental para a fertilidade, a competéncia embrionaria e a saude reprodutiva ao

longo das geracgoes.

Palavras-chave: Bisfenol A; embrido; reprodugao; revisao integrativa; desregulador

endocrino; estresse oxidativo; oécitos; producdo de embrides.



ABSTRACT

Bisphenol A and its toxic impacts on reproduction

Bisphenol A (BPA), widely used in plastics and epoxy resins, is a concern due to its
ability to interfere with reproductive physiology, embryonic development, and
molecular mechanisms associated with its toxicity as an endocrine disruptor. This
integrative literature review systematizes in vivo and in vitro experimental evidence
on embryotoxicity, gonadal effects, molecular pathways, and transgenerationality
associated with BPA exposure. The results indicate that exposure to the compound
compromises embryonic development from the early stages, reducing cleavage rates
and blastocyst formation, as well as increasing apoptosis and oxidative stress.
Mitochondrial dysfunction and metabolic alterations that directly affect embryonic
competence are also observed. Regarding gonadal effects, there is a reduction in
oocyte quality, alterations in meiotic maturation, spindle disorganization, follicular
atresia, and ovarian steroidogenesis dysfunction. At the molecular level, BPA acts
primarily by binding to estrogen receptors, inducing reactive oxygen species,
modulating apoptotic pathways, and causing epigenetic alterations. Further evidence
points to transgenerational effects, with reproductive impacts observed in
generations not directly exposed, suggesting persistent epigenetic reprogramming.
This experimental article uses an in vitro bovine oocyte maturation model to
investigate the effects of different concentrations of BPA on meiotic progression,
cellular homeostasis, and subsequent embryonic development. The findings
demonstrate that elevated concentrations of BPA during oocyte maturation impair
developmental competence, compromising mitochondrial function, increasing
intracellular levels of reactive oxygen species, and altering cytoskeletal organization
and chromosome alignment. These alterations result in a higher incidence of
aneuploidy, reduced embryonic viability, and lower post-fertilization developmental
efficiency. Studies show that BPA exerts multifactorial reproductive toxicity, involving
endocrine disruption, oxidative stress, mitochondrial dysfunction, epigenetic
alterations, and impairments in oocyte maturation and embryonic development.
Furthermore, they reinforce that even exposure to BPA can trigger significant and
lasting biological effects. Thus, these findings contribute to advancing the

understanding of the mechanism of BPA toxicity and highlight its relevance as an



environmental risk factor for fertility, embryonic competence, and reproductive health

across generations.

Keywords: Bisphenol A; embryo; reproduction; integrative review; endocrine

disruptor; oxidative stress; oocytes; embryo production.
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IMPACTO POTENCIAL DESSA PESQUISA

Ao investigar como o BPA compromete mecanismos celulares, metabdlicos e
reprodutivos, o estudo contribui diretamente para a seguranga e sustentabilidade da
produgdo animal, uma vez que a eficiéncia reprodutiva bovina esta diretamente
ligada a oferta de alimentos, renda rural e estabilidade econémica. Do ponto de vista
cientifico, a pesquisa aprofunda a compreensdao de vias oxidativas, danos
mitocondriais e alteragdes epigenéticas induzidas por contaminantes ambientais,
fortalecendo a base para politicas regulatorias e estratégias de mitigagéo.
Socialmente, seus resultados podem subsidiar acées de saude publica ao evidenciar
riscos de exposicdo humana a compostos que ingressam na cadeia alimentar. No
ambito tecnolégico e da inovacgdo, o estudo abre caminho para o desenvolvimento
de biossensores, protocolos de reproducdo assistida mais resilientes ao estresse
oxidativo e substituicdo de materiais contendo BPA por alternativas seguras,
impulsionando praticas produtivas sustentaveis e responsaveis. Dessa forma, a
pesquisa conecta ciéncia de ponta, impacto socioecondmico e inovacgao,
contribuindo de modo efetivo para sistemas agropecuarios mais seguros, saudaveis
e alinhados a sustentabilidade global.

O presente estudo se encaixa em diferentes objetivos de desenvolvimento
sustentavel (ODS) da ONU, destacando-se:

ODS 2 — (Fome zero e agricultura sustentavel): contribui para a melhoria da
eficiéncia produtiva e para o avango de tecnologias sustentaveis.

ODS 3 — (Saude e bem-estar): evidencia riscos de exposigdo humana a compostos
contaminantes presentes na cadeia alimentar.

ODS 9 - (Industria, inovagdo e infraestrutura): promove praticas produtivas
sustentaveis e responsaveis.

ODS 12 — (Consumo e producdo responsaveis): assegurar padrées de consumo

sustentaveis.
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ARTIGO CIENTIFICO 1 - A SER SUBMETIDO PARA A REVISTA
ANIMAL REPRODUCTION
Bisfenol A e suas implicacées reprodutivas: uma Revisdo Integrativa
Fernanda Luiza Guinossi Barbosa Deak'(https://orcid.org/0000-0002-7917-8770),
Anthony César de Souza Castilho' (https://orcid.org/0000-0003-1666-7021)
! Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), Departamento de Ciéncia Animal,
Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brazil.

*Correspondéncia: fernandadeak@gmail.com

RESUMO
O bisfenol A (BPA) ¢ um mondmero utilizado na produgdo de policarbonato, um
polimero comumente encontrado em plasticos, resinas epoxi e papéis térmicos. O BPA
tem sido considerado um desregulador enddcrino, pois além de alterar a agao do sistema
enddcrino em glandulas como tireoide, hipotdlamo e hipofise, e atuar em certos
processos reprodutivos, sua molécula ¢ semelhante ao hormdnio estradiol, resultando na
capacidade de impactar negativamente no sistema endocrino; podendo afetar
significativamente a fisiologia reprodutiva. A presente investigagdo ¢ uma revisao
integrativa que teve como objetivo sistematizar o conhecimento produzido acerca da
capacidade do Bisfenol A interferir prejudicialmente no sistema enddcrino, podendo
afetar significativamente a fisiologia reprodutiva e consequentemente interferir no
desenvolvimento embrionério. A metodologia adotada baseou-se na base de dados Pub
Med. Foram utilizados os descritores controlados “bisphenol A”, “embryo” e
“reproduction”, no idioma inglés, entre 2003 e 2023. Foram selecionados seis artigos. O

BPA exerce efeitos toxicos multifatoriais sobre a satide reprodutiva, comprometendo a
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competéncia oocitdria ¢ a qualidade embrionaria, com repercussdes persistentes e
potencial impacto transgeracional. Os dados deste estudo contribuem para melhor
compreensdo dos mecanismos de subsequente mediagdo parental e efeitos toxicos

geracionais do BPA.

Palavras-chave: Bisfenol A; embrido; reproducao; revisao integrativa.
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INTRODUCAO

Compostos desreguladores endocrinos sdo capazes de interferir nas vias
celulares, particularmente vias que regulam os processos reprodutivos e estao ligadas a
efeitos na saude (Alavian-Ghavanini et al.,, 2018). O composto desregulador mais
conhecido que estd sob escrutinio para seu uso generalizado, exposi¢do cronica e
inimeros efeitos adversos ¢ um plastificante comum, conhecido como bisfenol A
(BPA). O bisfenol A ¢ um monomero utilizado na producdo de policarbonato, um
polimero comumente encontrado em plasticos, resinas epoxi e papéis térmicos. O BPA
¢ sintético agonista de estrogénio usado na fabricacdo de produtos de uso didrio. Pode
ser detectado em animais ¢ humanos em quase todos os sistemas, 6rgaos, tecidos,
células e esta ligado a consequéncias destrutivas na fertilidade feminina, como doencas
e canceres (Cao et al., 2018). A presenca de BPA em alimentos e dgua, tem sido motivo
de grande preocupag¢do nos ultimos anos, ndo s6 devido a questdes ambientais e
ecoldgicas, mas também ao suposto risco para a saude publica relacionado ao seu
potencial mutagénico e carcinogénico. (Scopel et al., 2020).

O BPA foi descrito pela primeira vez por Aleksandr P. Dianin em 1891 e
sintetizado por Thomas Zincke em 1905 (Jalal et al., 2018). Apds a descoberta deste
quimico, estudos revelaram sua capacidade de formar ligagdes cruzadas na
polimerizacdo do plastico policarbonato. Desde entdo, o BPA tem sido usado na
fabricagdo de policarbonato que comegou no ano de 1957 nos Estados Unidos. Mais
tarde, foram relatadas as propriedades estrogénicas do BPA, que estdo intimamente
relacionados com a presenca de grupos OH na posi¢do de sua estrutura quimica (Dodds

e Lawson, 1936; Sodré et al., 2007; Kusvuran e Yildirim, 2013).
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O BPA tem sido associado ao aumento de recrutamento de foliculos primordiais,
diminui¢dao do numero de oocitos viaveis e diminui¢ao do crescimento folicular antral
(Gore et al., 2015). A grande preocupagao nos ultimos anos tem sido o fato de que o
BPA pode migrar para os alimentos durante a embalagem e existem varios relatos
indicando que humanos e animais selvagens podem sofrer efeitos adversos da exposicao
ao BPA (Goloubkova e Spritzer, 2000; Bernardo et al., 2015). Esta migracdo pode
ocorrer ao longo do tempo como resultado da temperatura, mudanca ou for¢a mecanica,
nos quais componentes plasticos como mondmeros, aditivos, corantes, tintas de
impressao, vernizes € outros componentes podem afetar as propriedades organolépticas
de alimentos, produzindo efeitos nocivos se seus niveis excederem os valores
toxicologicos determinados por legislacao especifica (Fasano et al., 2012; Paz Oliveira
et al., 2017). Também ha dados mostrando que a exposi¢do ao BPA mesmo em
concentragdes inferiores ao determinado pela Food and Drug Administragao (FDA) sao
capazes de causar danos a vida dos organismos (Podein et al., 2010; Bernardo et al.,
2015).

Existem vérios relatos demonstrando que o BPA ¢ capaz de modificar a estrutura
do DNA de adultos e modular a expressdo génica, induzindo carcinogénese, ou
interferindo na ligagcdo de receptores celulares em eventos pos-receptor. Além disso, o
BPA pode alterar a ag@o do sistema enddcrino em glandulas como tireoide, hipotalamo
e hipofise, bem como atuar em certos processos reprodutivos (Atkinson e Roy, 1995;
Fasano et al., 2012; Bernardo et al., 2015; Paz Oliveira et al., 2017).

Como a reproducdo estd sujeita a regulagdo endoécrina complexa, os efeitos de
disruptores podem afetar severamente os processos reprodutivos. Nos machos, a

exposi¢ao ao BPA causa espermatogénese disfuncional, aumento do nimero de células
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apoptoticas nos tubulos seminiferos, variagdes nos niveis de hormoénios e enzimas
esteroidogénicas, contagens de espermatozoides reduzidas e redugcdo da motilidade
espermatica; além de danos ao DNA do espermatozoide (Peretz et al., 2014). Nas
fémeas, a exposi¢ao materna ao BPA durante a gestagdo causa inicio precoce de
puberdade, alteracdes no ganho de peso, abertura vaginal precoce, anormalidades
morfologicas ovarianas (Honma et al., 2002) e perda de foliculo primordial na prole
(Manikkam et al., 2013). O mecanismo de acdo mais conhecido do BPA ¢ sua
capacidade de agir em ambos os receptores de estrogénio alfa e beta, provocando efeitos
genomicos € nao gendmicos. (Balakrishnan et al., 2010; Blumberg et al., 2011). A
avaliacdo correta da toxicidade para a saude dos compostos depende de estudos (in vitro
e in vivo) capazes de representar com precisao o suposto efeitos causados por eles.

Dentro dos humanos, o BPA ¢ adsorvido pelo trato gastrointestinal,
metabolizado no figado e finalmente excretado pela urina (Giulivo et al., 2016). Em um
estudo de preconcepcao avaliando homens e mulheres que procuram avaliagdo de
fertilidade, altos niveis de BPA urinario foram associados a uma probabilidade reduzida
de implantacdo, gravidez clinica e nascidos vivos, bem como uma diminuicdo na
contagem de foliculos antrais (Messerlian et al., 2018). Sua difusdo ficou evidente em
pesquisas nos Estados Unidos, realizadas pela National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES), na qual o BPA foi detectado na urina de 92% dos
participantes do estudo (Pelch et al., 2019).

O BPA ¢ considerado um poluente ambiental, uma vez que residuos podem ser
encontrados no meio ambiente em diferentes niveis devido a forma como sdo
eliminados e, portanto, o BPA pode atingir o solo e a 4gua (Bernardo et al., 2015; Paz

Oliveira et al., 2017).
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Portanto, existe a necessidade de melhor entender os efeitos de diferentes
concentracoes de BPA em humanos e identificar seu mecanismo de agao avaliando a

toxicidade de BPA.

MATERIAIS E METODOS

A analise de estudos pretéritos ¢ condigdo basica para o desenvolvimento de
uma reflexdo cientifica confiavel. O método apresentado refere-se a uma revisao
integrativa (RI). A pratica fundamentada em evidéncias, como facilitador da tomada de
decisdo, pode ser conceituada como uma abordagem que envolve a definicdo de um
problema, busca, avalia¢do critica e aplicacdo de evidéncias cientificas disponiveis,
implementag¢do das evidéncias na pratica e avaliagdo dos resultados obtidos, sendo a
revisdo integrativa um de seus recursos. Dentre os métodos de revisdo da literatura, a
integrativa ¢ o mais amplo, permitindo a combinac¢do de dados de literatura tedrica e
empirica para uma compreensao completa do fenomeno analisado. Para esta revisdo
utilizou-se o referencial de Whittemore e Knafl (2005) que ¢ um método rigoroso para a
realizacdo de revisdes integrativas, permitindo a sintese de estudos experimentais e nao
experimentais para uma compreensdo abrangente de fendmenos, principalmente na
saude. Ele estrutura a revisdo em 5 etapas principais: identificagdo do problema, busca

na literatura, avaliacdo dos dados, andlise e apresentacao.

2.1 Identificagdo do Problema
A presente investigacdo ¢ uma revisdo integrativa que teve como objetivo

sistematizar o conhecimento produzido acerca da capacidade do Bisfenol A ser nocivo
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ao sistema endocrino, podendo afetar significativamente a fisiologia reprodutiva e

consequentemente interferir no desenvolvimento embrionario.

2.2 Busca em literatura

Os dados e artigos utilizados na revisdo integrativa foram obtidos durante os
meses de maio a setembro de 2023. As buscas foram realizadas na base de dados
eletronica Pub Med, disponivel na internet, visto que ¢ uma base de dados de extrema
credibilidade. Para as buscas, foram utilizadas as palavras chave no idioma inglés:
“bisfenol A”, “embrido”, “reprodu¢do”, descritores controlados para este assunto com o
comando de busca “and”’. Foram analisados os resultados dos ultimos vinte anos (2003-

2023). Os 472 artigos listados na busca foram avaliados por trés pessoas que realizaram

a exclusao de trabalhos que nao atendiam a problematica proposta.

2.3 Avaliagdo dos dados

Os 472 trabalhos que continham as palavras chave selecionados foram
analisados individualmente, através da leitura do titulo e resumo. Registros duplicados e
trabalhos que ndo estavam relacionados aos objetivos propostos foram individualmente
excluidos. Ensaios clinicos em outras espécies, estudos-piloto, artigos de revisdo e
trabalhos que ndo abordaram o objetivo desta revisdo foram excluidos, restando 46.

Foram selecionados trabalhos realizados in vivo, in vitro (1); em que houve
exposicdo ao BPA (2); estudando alteragdes na expressdo génica e embriotoxicidade

(3), restando 6 trabalhos que atendiam a estes critérios.

2.4 Analise
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Na etapa de extragdo dos dados ocorreu a definicdo das informacdes a serem
extraidas dos estudos selecionados/categoriza¢ao dos estudos, ou seja, a coleta de dados.
Para extracao dos dados foi elaborada uma tabela com as seguintes informacdes de cada
estudo: autor (es) / ano de publicagao, titulo do artigo, palavras-chave, objetivo e sintese
das conclusdes.

2.5 Apresentacao dos dados

Os dados obtidos dos artigos selecionados estdo apresentados na tabela 1. Na

tabela 2 estdo os autores, ano de publicacao e palavras-chave dos artigos utilizados.

RESULTADOS

A pesquisa foi realizada na base de dados Pub Med. Ao todo foram encontrados
472 artigos completos, resumos, artigos de revisdo ou capitulos de livros que traziam as
palavras-chave utilizadas na pesquisa bibliografica. Destes, apos triagem de titulos e
resumos por trés avaliadores, 46 foram potencialmente escolhidos para avaliagdo
posterior, que preconizou trabalhos realizados in vivo e in vitro que expuseram embrides
ao BPA correlacionando alteragdes na expressdo génica e embriotoxicidade. Apods
avaliagdo completa dos trabalhos, seis estudos experimentais preencheram os critérios
de inclusdo (Figura 1). Quanto aos paises dos artigos selecionados, dois tem como
origem a China, dois a Espanha, um a Franca e um o Japdo. As extragdes das
informagdes de interesse dos artigos selecionados estdo detalhadas na tabela 1, quanto
aos anos de publicacdo foram: 2011 (1 publicacdo), 2018 (3 publicagdes), 2020 (1
publicacgdo) e 2022 (1 publicagao).
Caracterizando os resultados po eixos tematicos, revelou-se que:

1. Embriotoxicidade
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Os estudos apontam que a exposi¢do ao BPA compromete o desenvolvimento
embrionario desde as fases iniciais, reduzindo taxas de clivagem e formacgdo de
blastocistos. H4 prejuizo na competéncia embrionaria, com alteragdes morfoldgicas,
aumento de apoptose e menor viabilidade dos embrides, evidenciam-se danos a fungao
mitocondrial embrionéria e aumento do estresse oxidativo, impactando diretamente a
qualidade do desenvolvimento pré-implantacional. A toxicidade apresenta carater dose-
dependente, inclusive em concentragdes ambientalmente relevantes.

As alteragdes oxidativas metabdlicas e moleculares observadas sugerem impacto
oxidativo relevante, incluindo perturbagdes metabolicas associadas a toxicidade celular,
ativacdo de vias relacionadas a apoptose, disfun¢des mitocondriais e alteragdes em vias
metabolicas energéticas e alteragdes no equilibrio celular que podem comprometer o
desenvolvimento embrionario.

2. Efeitos Gonadais

Em fémeas houve reducdo da qualidade e competéncia dos odcitos, alteracdes na
maturagdo meidtica e desorganizagdo do fuso meidtico, aumento do estresse oxidativo
em odcitos e células da granulosa e maior atresia folicular, além de disfun¢do da
esteroidogénese ovariana, com reducdo de estradiol e progesterona.

Em machos os resultados apresentados evidenciam, prejuizo da
espermatogénese, alteragdes na morfologia espermatica e redugdo da qualidade seminal,
disfuncdo das células de Sertoli e Leydig, com reducdo dos niveis de testosterona e
aumento de apoptose testicular.

Os desreguladores endocrinos como o BPA interferem diretamente no sistema
hormonal. Os estudos selecionados evidenciam que o BPA interfere diretamente no

sistema hormonal atuando na desregulacdo enddcrina associada a atividade estrogénica
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do BPA, alterando a expressdo de genes regulados por hormonios, desestabilizando a
sinalizagao hormonal ligada a reproducdo e ao desenvolvimento e alterando a regulagao
epigenética mediada por hormodnios durante a embriogénese.
3. Vias Moleculares

Atuagdo do BPA como desregulador endocrino com atividade estrogénica.
Alteragdes decorrentes de exposicdo ao BPA: ligacdo a receptores hormonais,
especialmente receptores estrogénicos, alterando a sinalizacdo enddcrina, inducdo de
estresse oxidativo por aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), disfungdo
mitocondrial em gametas e embrides, alteragdes na expressdo génica relacionadas a
reprodugdo, apoptose e desenvolvimento embrionario, modulacdo de vias apoptoticas
(BAX, BCL-2 e caspases) e alteracdes epigenéticas como metilagdo do DNA.
4. Transgeracionalidade

Nos estudos apresentados, o efeito transgeracional refere-se a manifestagao de
alteragdes bioldgicas (reprodutivas, metabodlicas ou embrionarias) em geracgdes
descendentes (como F1, F2 e F3) decorrentes da exposicdo ao BPA em uma geragdo
ancestral, mesmo na auséncia de exposi¢do direta nas geragdes subsequentes, indicando
que os efeitos podem ser herdados biologicamente. Esse fendmeno estd frequentemente
associado a mecanismos epigenéticos que modificam a regulagdo génica sem alterar a
sequéncia do DNA.

Evidéncias indicam efeitos transgeracionais apos exposicdo ao BPA, afetando
geracOes F1, F2 e F3; alteragdes epigenéticas herdaveis, incluindo metilagdo do DNA e
modificacdes de histonas; comprometimento da fertilidade e da fungdo gonadal em

descendentes ndo diretamente expostos; persisténcia de alteracdes na qualidade dos
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gametas ¢ no desenvolvimento embrionario nas geragdes subsequentes; possivel

programacao fetal com impacto duradouro na saude reprodutiva.

DISCUSSAO

Os achados desta revisdo evidenciam que a exposi¢ao ao bisfenol A em modelos
experimentais promove efeitos reprodutivos amplos e inter-relacionados, envolvendo
desde alteragdes precoces no desenvolvimento embrionario até comprometimentos
gonadais e modificagdes moleculares persistentes. Observou-se que a embriotoxicidade
ocorre de forma dose-dependente, inclusive em concentragdes ambientalmente
relevantes, com reducao das taxas de clivagem e viabilidade embrionaria, aumento de
apoptose e prejuizo da fungao mitocondrial associado ao estresse oxidativo.
Paralelamente, foram descritas disfungdes gonadais em ambos os sexos, incluindo
prejuizos na maturacdo oocitaria, alteracdes na esteroidogénese ovariana e
comprometimento da espermatogénese, acompanhados por alteragdes hormonais
significativas. No nivel mecanistico, os estudos convergem ao demonstrar que o BPA
atua como desregulador endocrino com atividade estrogénica, modulando receptores
hormonais, vias apoptoticas e processos epigenéticos, o que pode explicar a persisténcia
de efeitos transgeracionais observados até a geracdo F3. Em conjunto, esses resultados
reforcam que a toxicidade do BPA ndo se restringe a efeitos agudos, mas envolve

reprogramagao molecular com repercussdes duradouras sobre a saude reprodutiva.

O BPA tem sido associado a varios disturbios reprodutivos, incluindo falhas
hormonais, ciclo estral e distirbios menstruais, aborto, alteracdes na maturagcdo do

odcito e decréscimos na porcentagem de odcitos fertilizados (Machtinger e Orvieto,
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2014; Moore-Ambriz et al., 2015). No ovario de mamiferos, os odcitos se desenvolvem
em um microambiente controlado dentro de unidades especializadas denominadas
foliculos primordiais, primdrios, antrais e pré-ovulatorios. Dentro desta jornada de
desenvolvimento, 0s o006citos sdo comunicados bidirecionalmente com células
multicamadas do cumulus através de proje¢des citoplasmaticas; isso ¢ conhecido como
lacuna comunicagao intercelular juncional (GJIC), e resulta em um complexo cumulus
oocito (COC) (Li e Albertini, 2013). O GJIC no COC permite a passagem de ions,
metabolitos, moléculas sinalizadoras e segundos mensageiros das células do cumulus
para oocito para cumprir fungdes vitais, incluindo a manutengdo da parada meiodtica na
profase I até que o odcito seja recrutado para a ovulacao (Prasad et al., 2015). No
momento da ovulacdo, a fase luteinizante (meio do ciclo) aumenta o hormoénio (LH)
atuando nos foliculos pré-ovulatérios para que as células do cumulus possam expandir e
0 odcito saia da profase I e atinja a metafase I1 (MII). A saida da profase I € conhecida
como retomada meidtica, e esse processo ¢ morfologicamente caracterizada como a
quebra da vesicula germinativa (Fulka et al., 1998; Shuhaibar et al., 2015). A expansao
das células do cumulus e a ocorréncia de retomada meidtica sdao alcangados
principalmente pela ativagdo do LH-dependente da rede do fator de crescimento
epidérmico (Park et al., 2004), que ativa mecanismos que levam ao fechamento de GIJI
em COCs (Fulka et al., 1998; Shuhaibar et al., 2015). A interrup¢ao de GJIC no COC
antes do estimulo de LH resulta em transicdo prematura da profase I para MII (Isobe et
al., 1998).

Estudos tém demonstraram que o BPA tem como alvo o GJIC em vérios
sistemas in vivo e in vitro (Salian et al., 2009), células epiteliais de ratos (Lee e Rhee,

2007), oocitos (Oh, 2015) e COCs de foliculos de camundongos ndo iniciados (Campen
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et al., 2017). O BPA também foi relatado para interromper a transi¢do da préfase I para
MII em oocitos (Machtinger et al., 2013; Nakano et al., 2016), e este efeito adverso esta
principalmente relacionado a organizagdo interrompida de microtubulos (Can et al.,
2005; Nakano et al.,, 2016). O BPA também induz uma uploidia em oo6citos em
maturacao (Hunt et al., 2003). Portanto, a reproducdo feminina, especialmente o
desenvolvimento folicular ovariano, ¢ interrompida pelo BPA. (Zhu et al., 2018). O
panorama de informagdes exposto neste estudo corrobora com os descritos em
literatura, visto que o BPA ¢ um téxico ovariano que atua através de varias vias
incluindo apoptose, estresse oxidativo e folicogénese (Ziv-Gal et al., 2016) resultando
na perda folicular, menos foliculos antrais (Souter et al., 2013), reduzindo a sobrevida
do od6citos (Brieno-Enriquez et al., 2011) e perda de foliculos primordiais (Manikkam et
al., 2013). Além disso, estudos realizados em animais revelaram o impacto negativo do
BPA no citoesqueleto do odcito, na indugdo do estresse oxidativo, no aumento do dano
ao DNA e na alteragdo do status das modificagdes epigenéticas no odcito (Ding et al.,
2017; Matuszczak et al., 2019).

Em uma variedade de espécies, a exposicdo ao BPA tem sido associada ao
aumento do estresse oxidativo, deficiéncia na maturacdo do odcito e alteragdo de peso
de orgdos. (Herrero et al., 2018). Evidéncias crescentes apontam que o BPA tem efeitos
prejudiciais significativos na saide de humanos e animais (Pelch et al., 2019) que
provocou algumas restri¢des relacionadas ao seu uso; que ainda assim, permanece
altamente prevalente. O BPA ¢ considerado um desregulador enddcrino devido a
semelhanca de sua molécula com o hormonio estradiol, resultando na capacidade de
comprometer o sistema enddcrino. De fato, o BPA pode imitar hormonios através de

sua ligag¢@o aos receptores de estrogénio (ER), embora apenas a exposi¢do a altas doses
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possa afetar as funcdes de ligantes ER naturais, como estrogénios (Gould et al., 1998).
Estudos demonstram que o BPA afeta varios aspectos do sistema reprodutivo em
homens e mulheres, incluindo o desenvolvimento e a fungdo das células germinativas
(Peretz et al., 2014). Nas mulheres, a exposicdo materna a doses ambientalmente
relevantes de BPA pode interromper precocemente o desenvolvimento do foliculo
ovariano (Hunt et al.,, 2012) e promover o aumento das taxas de anormalidades
meioticas do odcito, incluindo aneuploidia (Hunt et al., 2003; Pacchierotti et al., 2008).
Anormalidades meidticas em oocitos também sdo evidentes, em odcitos desenvolvidos
em cultura ovariana in vitro com exposi¢ao continua ao BPA (Lenie et al., 2008).

Os experimentos in vitro demonstraram alteragdes na retomada e na conclusao
da primeira divisdo meidtica. Isso resulta na producdo de dvulos cromossomicamente
anormais, uma vez que o desenvolvimento dos cromossomos meioticos ¢ interrompido
(Hunt et al., 2003; Can et al., 2005).

O bisfenol A atua como desregulador enddcrino e estd presente principalmente
na composi¢do de policarbonatos e resinas epoxi, o que permite que atinja ndo apenas o
ambiente doméstico, mas também a agua (Huang et al., 2010); afetando muitos outros
processos fisioldgicos (Moriyama et al., 2002). O BPA pode afetar significativamente a
fisiologia reprodutiva (Machtinger et al., 2014); ja que a exposicdo a baixas doses de
BPA durante o desenvolvimento pré-natal e neonatal tem sido associada a uma ampla
variedade de efeitos, incluindo alteracdes na diferenciagdo sexual do cérebro, trato
reprodutivo masculino e feminino defeitos, complica¢des na gravidez e anormalidades
meidticas em odcitos fetais (Zalmanova et al., 2016). Tanto a foliculogénese quanto a
maturacdo oocitaria (anormalidades meidticas) sdo afetadas pelo BPA (Ferris et

al.,2015). Em ratas expostas ao BPA durante dez dias houve atraso no inicio da
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puberdade e na ciclicidade do estro (Ahsan et al., 2018). A deteccdo de BPA em
bovinos ¢ o fluido folicular do o6cito humano potencialmente os implica em efeitos
prejudiciais observados durante a maturagdo do odcito e desenvolvimento do embrido
(Cao et al., 2018). O BPA possui agdo na foliculogénese, ovogénese, maturacdo do
odcito, fertilizagdo, clivagem zigotica, degradacdo materna, transcrigdo, implantagdo e
outros eventos que envolvem diferenciagdo na expressdo de micro RNAs unicos
(Gilchrist et al., 2016). Esses eventos sao particularmente vulneraveis a perturbagao por

fatores ambientais devido a sua alta natureza complexa e interconectada.

CONCLUSOES

Este estudo sistematizou as evidéncias disponiveis acerca dos efeitos toxicos do
bisfenol A sobre a fisiologia reprodutiva e o desenvolvimento embrionario,
demonstrando de forma consistente que a exposi¢do parental ao composto estd
associada a repercussdes transgeracionais. Os dados analisados indicam que o BPA
exerce efeitos reprodutivos multifatoriais, envolvendo embriotoxicidade, disfuncdes
gonadais, alteracdes na esteroidogénese e modulagdes em vias hormonais, oxidativas,
apoptoticas e epigenéticas. Tais alteragdes sustentam seu papel como desregulador
enddcrino capaz de comprometer a competéncia oocitaria, a qualidade embrionéria e a
homeostase reprodutiva, com potenciais impactos persistentes nas geragdes
subsequentes. Embora os achados reforcem a relevancia bioldgica e toxicologica do
BPA, ainda s3o necessdrios estudos adicionais, especialmente em modelos
translacionais e humanos, para elucidar de forma mais precisa os mecanismos
epigenéticos envolvidos e suas implicagdes para a satde reprodutiva ao longo do ciclo

de vida.
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ABSTRACT
Bisphenol A (BPA) is a ubiquitous endocrine-disrupting chemical associated with

reproductive dysfunction in humans and animals. Due to continuous environmental
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exposure and incomplete metabolic clearance, BPA accumulates in biological fluids,
including follicular fluid, where it may directly affect gamete competence. The present
study investigated the effects of BPA exposure during in vitro maturation (IVM) of
bovine oocytes on meiotic progression, oxidative status, mitochondrial function, and
subsequent embryonic development. Cumulus—oocyte complexes recovered from
abattoir-derived ovaries were matured in vitro in control medium or supplemented with
BPA (10, 50, 100, 500, or 1000 uM). Oocytes exposed to 1000 uM BPA were evaluated
for nuclear maturation, intracellular reactive oxygen species levels, and mitochondrial
membrane potential. After IVM, oocytes from all groups were subjected to in vitro
fertilization and culture to assess developmental competence. Exposure to 1000 uM
BPA significantly reduced the proportion of oocytes reaching metaphase II and
increased oxidative stress. High BPA concentrations severely impaired embryo
development, leading to early developmental arrest. These findings demonstrate that
elevated BPA levels during oocyte maturation compromise meiotic competence and
embryonic viability, reinforcing the bovine model as a relevant translational platform
for studying BPA-induced reproductive toxicity.

Keywords: BPA, endocrine disruptor, oxidative stress, oocytes, embryo production.

INTRODUCTION

Synthetic polymers have become indispensable in contemporary society,
permeating domestic, industrial, agricultural, and biomedical contexts. Global plastic
production surpassed 400 million metric tons in 2022 and continues to rise steadily,

reflecting its extensive incorporation into food packaging, medical devices, electronics,
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and livestock production systems (Hahladakis et al., 2022; Nayanathara and Ratnayake,
2024). Plastics are primarily composed of petrochemical-derived polymers combined
with diverse additives that confer durability, flexibility, and thermal stability. Among
these additives, bisphenol A (BPA) is one of the most extensively produced and studied
compounds due to its widespread industrial application in polycarbonate plastics and
epoxy resins (Hunt et al., 2009).

BPA is classified as an endocrine-disrupting chemical (EDC) owing to its
capacity to interfere with hormonal signaling pathways (Matuszczak et al., 2019).
Structurally analogous to estradiol, BPA exhibits weak estrogenic activity while also
exerting antiandrogenic and antithyroid effects, thereby perturbing multiple endocrine
axes (Welshons et al., 2006; vom Saal et al., 2007). Its lipophilic nature facilitates
passive diffusion across biological membranes, enabling systemic distribution and
interaction with nuclear and membrane-bound hormone receptors (Patel et al., 2015).
Although BPA undergoes hepatic conjugation and rapid clearance in adults, continuous
environmental exposure results in sustained internal dosing, with measurable levels
detected in urine, plasma, follicular fluid, amniotic fluid, and breast milk (Mok-Lin et
al., 2010a,b; Bloom et al., 2011; Ehrlich et al., 2012; Raimondo et al., 2024). These
findings underscore its pervasive bioavailability and potential to reach reproductive
tissues.

Accumulating clinical evidence implicates BPA exposure in compromised
female reproductive function. In women undergoing assisted reproductive technologies,
elevated urinary and serum BPA concentrations have been inversely associated with
oocyte yield and peak estradiol levels during controlled ovarian stimulation (Mok-Lin et

al., 2010a; Bloom et al., 2011). Higher BPA exposure has also been linked to reduced
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proportions of metaphase II oocytes, impaired implantation, and decreased clinical
pregnancy rates in IVF and ICSI cycles (Fujimoto et al., 2011). Collectively, these data
suggest that environmentally relevant BPA concentrations may adversely affect
folliculogenesis, oocyte maturation, and early embryonic competence.

Experimental studies in rodent and bovine models further support these clinical
observations. BPA exposure disrupts meiotic progression, compromises spindle
assembly, alters chromosomal alignment, and increases aneuploidy rates, ultimately
impairing embryonic development (Wang et al., 2016; Acufia-Hernandez et al., 2018;
Pan et al., 2021; Yao et al., 2023; Negron-Pérez et al., 2025). Mechanistically, BPA-
induced reproductive toxicity has been associated with oxidative stress, mitochondrial
dysfunction, cytoskeletal disorganization, and dysregulation of apoptotic pathways
during oocyte maturation. Given the central role of mitochondrial activity and redox
homeostasis in supporting meiotic competence and cytoplasmic maturation, disruption
of these processes may critically compromise developmental potential.

Despite extensive literature describing BPA’s endocrine-disrupting properties,
relatively few studies have systematically examined the effects of high-dose exposure
during oocyte maturation. Understanding dose-dependent responses is essential for
elucidating the cellular thresholds beyond which compensatory mechanisms fail and
irreversible damage occurs. Therefore, the present study employs the bovine in vitro
maturation model—an established translational platform for human reproductive
biology—to investigate the impact of elevated BPA concentrations on meiotic
progression, cellular homeostasis, and subsequent embryonic development. This
approach aims to refine our mechanistic understanding of BPA-induced reproductive

toxicity and its potential implications for female fertility.
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METHODS

Unless otherwise mentioned, all products were purchased from Sigma-Aldrich

Co. (St. Louis, MO, USA) with high purity.

Experimental design

Bisphenol A (BPA) was prepared as previously described by Desmarchais et al.
(2020). A concentrated stock solution was dissolved in absolute ethanol and then diluted
in maturation medium to achieve final concentrations of 10, 50, 100, 500, and 1000 uM.
The final ethanol concentration was standardized to 0.01% (v/v) in all experimental
groups. The control group was cultured in the same basal medium supplemented with
0.01% ethanol only, ensuring equivalent solvent exposure and eliminating vehicle-
related bias.

In Experiment 1, cumulus—oocyte complexes (COCs) underwent in vitro
maturation (IVM) in the presence of increasing BPA concentrations (0, 10, 50, 100,
500, or 1000 uM), and subsequent embryonic development rates were assessed
following in vitro fertilization and culture. In Experiment 2, a high BPA concentration
(1000 uM) was selected to further investigate its impact during IVM on oocyte

developmental competence and associated cellular parameters (Figure 1).

Cumulus-oocyte complex collection

Ovaries from Bos taurus indicus females were obtained at a commercial abattoir
(22°2524"S, 48°09'21"W) immediately after slaughter and transported to the laboratory

in sterile 0.9% sodium chloride solution maintained at 36°C. Upon arrival, ovarian
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follicles measuring 2—8 mm in diameter were aspirated using an 18-gauge needle
attached to a sterile syringe, and the follicular contents were collected into 15 mL
conical tubes.

After sedimentation of the follicular fluid, cumulus—oocyte complexes (COCs)
were recovered and morphologically evaluated under a stereomicroscope. Only COCs
with homogeneous cytoplasm and surrounded by a compact, multilayered cumulus
investment, classified as grades 1 or 2, were selected for subsequent experiments

according to the criteria described by Stojkovic et al. (2001).

In vitro maturation

Selected cumulus—oocyte complexes (COCs) were washed in a buffered
handling medium and randomly assigned to experimental groups according to the study
design. Each COC was cultured individually in a 10-uL microdrop of in vitro
maturation (IVM) medium under mineral oil.

The basal IVM medium consisted of TCM-199 supplemented with bicarbonate
and Earle’s salts, recombinant follicle-stimulating hormone (FSH; 0.1 IU/mL; Gonal-
f®, Merck Serono, Bari, Italy), sodium pyruvate (22 pg/mL), amikacin (75 pg/mL), and
fatty acid—free bovine serum albumin (BSA; 4 mg/mL). For the treatment groups,
bisphenol A (BPA) was added to the maturation medium to achieve the specified

experimental concentrations.

In vitro fertilization and in vitro culture

Following in vitro maturation, cumulus—oocyte complexes (COCs) were washed

three times in fertilization medium and transferred in groups of 25 into 90-uL
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microdrops of in vitro fertilization (IVF) medium under silicone oil (Botupharma®,
Botucatu, Sao Paulo, Brazil). The IVF medium consisted of Tyrode’s albumin—lactate—
pyruvate (TALP) supplemented with bovine serum albumin (BSA; 6 mg/mL), sodium
pyruvate (22 pg/mL), amikacin (75 pg/mL), heparin (30 ug/mL), and a penicillamine—
hypotaurine—epinephrine (PHE) mixture (20 uM penicillamine, 10 uM hypotaurine, and
1 uM epinephrine).

Frozen—thawed semen from a single Nelore bull (CRV Lagoa, Sertaozinho, Sao
Paulo, Brazil) was thawed at 37 °C for 30 s. Motile spermatozoa were selected using a
discontinuous density gradient (45% and 90%) prepared with BotuFIV Select SPERM®
(Botupharma®, Brazil), followed by centrifugation at 3000 % g for 5 min (MiniSpin®,
Eppendorf, Hamburg, Germany). The supernatant was discarded, and the sperm pellet
was resuspended in IVF medium to a final concentration of 1 x 10¢ spermatozoa/mL. A
7-uL aliquot of sperm suspension was added to each fertilization drop, and gametes
were co-incubated for 18 h at 38.5 °C in a humidified atmosphere containing 5.5% CO:
in air.

After fertilization, presumptive zygotes were mechanically denuded by
vortexing to remove residual cumulus cells and washed three times in Synthetic Oviduct
Fluid (SOF). Zygotes were then cultured in 500 pL of in vitro culture (IVC) medium
per well. The IVC medium consisted of SOF supplemented with amino acids (SOFaa),
fetal bovine serum (2.5%), BSA (5 mg/mL), sodium pyruvate (0.2 mM), and amikacin

(75 pg/mL).

Assessment of nuclear maturation, mitochondrial function, and intracellular reactive

oxygen species in oocytes
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A combined fluorescence staining protocol using Hoechst 33342, MitoTracker®
Red CMXRos, and CellROX™ Green Reagent (Invitrogen, USA) was used to assess
nuclear maturation status, mitochondrial membrane potential (MMP; indirect indicator),
and intracellular reactive oxygen species (ROS) levels in oocytes.

After in vitro maturation, cumulus cells were removed by vortexing, and
denuded oocytes were washed in phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.2)
supplemented with 1 mg/mL polyvinylpyrrolidone (PBS-PVP). Oocytes were then
incubated for 30 min at 38.5 °C in a humidified atmosphere containing 5.5% CO: in air
with Hoechst 33342 (1 pg/mL) for chromatin visualization, CellIROX™ Green (5 uM)
for ROS detection, and MitoTracker® Red CMXRos (0.5 uM) to evaluate MMP-
dependent mitochondrial activity.

After incubation, oocytes were washed three times in PBS-PVP and fixed in 4%
paraformaldehyde for 15 min at room temperature. Fixed samples were washed again,
mounted in glycerol microdrops on glass slides, covered with coverslips, and examined
using a Leica DM4500 epifluorescence microscope (Leica Camera AG, Wetzlar,
Germany).

Fluorescence images were captured at 40x magnification using LAS software
with a digital imaging system. Nuclear maturation was classified based on chromatin
configuration, and fluorescence intensity corresponding to ROS and MMP was
quantified as mean pixel intensity using Imagel software (National Institutes of Health,

Bethesda, MD, USA).

Statistical analysis
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Maturation, degeneration, and blastocyst rates were expressed as percentages
and subjected to arcsine square-root transformation before statistical analysis to stabilize
variance. Assumptions of normality and homogeneity of variances were evaluated using
appropriate diagnostic tests. When necessary, logarithmic transformation was applied to
meet the requirements for parametric analysis. Data were analyzed by one-way analysis
of variance (ANOVA), followed by Tukey’s multiple comparison test when more than
two groups were compared. For comparisons involving only two groups, an unpaired
Student’s t-test was used for normally distributed data, while the Wilcoxon rank-sum
test was applied when normality assumptions were not met.

All statistical analyses were performed using JMP software (version 7.0; SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Results are presented as mean =+ standard error of the

mean (SEM), and differences were considered statistically significant at P < 0.05.

RESULTS

A total of 553 oocytes were evaluated for embryonic development following in
vitro fertilization. The control group showed a cleavage rate of 78.5 + 3.2%. Exposure
to BPA at 10, 50, and 100 uM led to progressive, though moderate, reductions in
cleavage rates (74.2 = 4.1%, 70.8 £ 3.7%, and 69.8 + 2.9%, respectively). In contrast,
exposure to 500 or 1000 uM BPA completely abolished cleavage (0.0 £ 0.0%; P <
0.001). A similar pattern was observed for blastocyst development. Blastocyst rates in
the 10 uM (57.22 + 9.83%) and 50 uM (62.50 + 4.33%) groups were comparable to or
slightly higher than the control (57.08 + 1.72%), while exposure to 100 uM BPA
reduced blastocyst formation (46.94 + 0.28%; P < 0.001). No embryos were obtained

from oocytes exposed to 500 or 1000 uM BPA (0 + 0%; Table 1).
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To clarify the absence of embryonic development at the highest concentration,
oocytes matured in the presence of 1000 uM BPA were evaluated after IVM. BPA
exposure significantly impaired nuclear maturation (P = 0.037). In the control group,
81.38 + 1.76% of oocytes reached metaphase II (MII), whereas none of the BPA-treated
oocytes progressed to MII (0 + 0%). Degeneration rates were markedly increased in the
BPA group (95.65 + 4.35%) compared with controls (4.46 + 2.77%; P = 0.004), while
no differences were observed at the MI stage (P = 0.919; Table 2).

Fluorescence analyses showed that BPA exposure significantly increased
intracellular ROS levels and mitochondrial membrane potential (MMP) activity (P <
0.001; Figure 2). ROS intensity rose from 14.97 + 0.86 a.u. in controls to 28.35 £ 1.37
a.u. in the BPA group. Similarly, MMP fluorescence increased from 29.70 + 1.35 a.u. in

controls to 38.07 + 1.20 a.u. following exposure to 1000 uM BPA.

DISCUSSION

The bovine model provides a robust and translationally relevant system for
investigating reproductive toxicology, given its close physiological similarity to humans
in follicular dynamics, oocyte maturation, and endocrine regulation (Beker van
Woudenberg et al., 2012). Using bovine cumulus—oocyte complexes, this study
demonstrates that exposure to 1000 uM BPA during in vitro maturation exerts a
pronounced cytotoxic effect. High-dose BPA significantly reduced the proportion of
oocytes reaching the metaphase II (MII) stage and substantially increased degeneration
rates, ultimately resulting in complete failure of embryonic development. The absence

of cleavage and blastocyst formation at 500 and 1000 pM indicates that high-dose BPA
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exerts profound cytotoxic and/or meiotic-disruptive effects that prevent the acquisition
of developmental competence.

BPA is a well-established endocrine-disrupting chemical frequently detected in
human biological fluids, including urine, breast milk, and follicular fluid, reflecting
continuous and widespread exposure (Welshons et al., 2006; Mok-Lin et al., 2010b;
Matuszczak et al., 2019; Raimondo et al., 2024). In this study, BPA impaired embryo
development in a concentration-dependent manner. While lower concentrations did not
compromise blastocyst formation, higher concentrations significantly reduced
developmental competence, culminating in complete developmental arrest. These
findings support a dose-dependent cytotoxic effect of BPA on the oocyte, impairing its
capacity to sustain fertilization and early embryogenesis.

Mechanistically, BPA has been shown to disrupt mitochondrial function, spindle
organization, and redox homeostasis following in vivo and in vitro exposure (Hunt et
al., 2003; Can et al., 2005; Ferris et al., 2015). Even transient exposure during oocyte
maturation appears sufficient to induce persistent cellular dysfunction. Disruption of
meiotic spindle assembly, chromosomal alignment, and polar body extrusion has been
consistently reported across species (Susiarjo and Hunt, 2008; Machtinger et al., 2013;
Nakano et al., 2016; Radwan et al., 2020). In agreement with these studies, exposure to
1000 uM BPA in this work resulted in complete inhibition of meiotic progression, as
evidenced by the absence of MII-stage oocytes and a dramatic increase in degeneration.
The preservation of MI-stage proportions suggests that BPA interferes with meiotic
completion rather than initial meiotic resumption, indicating a specific disruption of

processes required for transition to MIL.
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Oxidative stress appears to be a central mediator of these effects. Although
physiological levels of reactive oxygen species (ROS) participate in meiotic signaling,
excessive ROS accumulation promotes apoptosis, autophagy, and cellular senescence
(Kala et al., 2017). The significant increase in intracellular ROS observed following
BPA exposure, together with altered mitochondrial membrane potential, indicates
profound mitochondrial dysfunction. BPA has been associated with modulation of
autophagic and apoptotic pathways, potentially involving AMPK/mTOR signaling
(Zhang et al., 2004; Lambert and Brand, 2009; Lee et al., 2013). The elevated ROS and
mitochondrial alterations observed here are consistent with activation of these stress-
response pathways, which may culminate in early apoptotic or autophagic events,
thereby compromising oocyte viability and developmental competence.

Collectively, our data demonstrate a clear concentration-dependent impairment
of bovine in vitro embryo production following BPA exposure during oocyte
maturation. High-dose BPA induced marked oxidative imbalance and mitochondrial
dysfunction, which were accompanied by complete inhibition of meiotic progression
and total loss of embryonic developmental competence. These findings establish a
direct functional link between redox disruption, mitochondrial instability, and the
inability of oocytes to sustain fertilization and early embryogenesis. Also, the findings
highlight oocyte maturation as a particularly vulnerable developmental window, during
which disturbances in oxidative homeostasis and mitochondrial activity can irreversibly
compromise reproductive potential. Considering the widespread detection of BPA in
biological fluids and its established endocrine-disrupting properties, these findings
further substantiate concerns regarding its reproductive toxicity. The bovine model

employed herein offers a physiologically relevant translational platform to elucidate the
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cellular basis of BPA-induced reproductive impairment and reinforces the need to limit

environmental exposure in order to safeguard female fertility.

CONCLUSION

The BPA exposure during in vitro maturation exerts severe cytotoxic effects on
bovine oocytes, characterized by complete meiotic arrest, increased degeneration,
elevated oxidative stress, and altered mitochondrial membrane potential. These cellular
disturbances culminate in total loss of cleavage and blastocyst formation, demonstrating
that disruption at the maturation stage irreversibly compromises developmental
competence. Together, these findings provide mechanistic evidence that mitochondrial
dysfunction and redox imbalance underlie BPA-induced reproductive toxicity.
Considering the widespread environmental presence of BPA, our results reinforce
concerns regarding its potential impact on female fertility and highlight the importance

of limiting exposure to this endocrine-disrupting compound.
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Figure 1. Experimental design for evaluating the effects of bisphenol A (BPA) during in vitro maturation
(IVM) of bovine cumulus—oocyte complexes (COCs). A BPA stock solution was prepared in absolute
ethanol and diluted in maturation medium to final concentrations of 10, 50, 100, 500, and 1000 pM, with
ethanol standardized at 0.01% (v/v) in all groups, including the control. In Experiment 1, oocytes were
assessed after 22-24 h of IVM for nuclear maturation status, intracellular reactive oxygen species (ROS)
levels, and mitochondrial membrane potential (MMP). In Experiment 2, developmental competence was
evaluated following in vitro fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC), with cleavage rates determined

on Day 3 and blastocyst formation assessed on Days 7 and 8 post-fertilization.
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Figure 2. Effects of bisphenol A (BPA; 1000 uM) on oxidative status and mitochondrial function in
bovine cumulus—oocyte complexes (COCs) following in vitro maturation (IVM). Intracellular reactive
oxygen species (ROS) levels and mitochondrial membrane potential (MMP) were assessed using
CellROX™ Green and MitoTracker® Red fluorescent probes, respectively. Data are expressed as mean +
standard error of the mean (SEM). Asterisks (*) denote statistically significant differences compared with

the control group (P < 0.05).
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TABLES

Table 1. Cleavage and blastocyst rates of bovine embryos derived from cumulus—oocyte complexes
(COCs) matured in vitro with or without bisphenol A (BPA; 1000 uM). Data are presented as mean +

standard error of the mean (SEM) and, P- value. (P < 0.05).

Cleavage rate Blastocyst rate

Variable (day 3) (day 7)

P value < 0.0001 < 0.0001
Oocytes (n) 553 553
Control 785+3.2 46.88 + 3.61
10 742+ 41 50.28 + 6.57
50 70.8+3.7 52.50 + 3.82
100 69.8+29 38.33+0.83
500 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00

1000 0.00 +0.00 0.00 + 0.00
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Table 2. Effect of bisphenol A (BPA) on the nuclear maturation of bovine cumulus—oocyte complexes

(COCs) after in vitro maturation (IVM) with or without BPA (1000 puM). Data are presented as mean +

standard error of the mean (SEM) and, P- value. P-values in bold are statistically significant (P < 0.05).

Variable Control BPA P value
Oocytes (n) 454 454 -

MI Stage 14.16 + 3.68 435+435 0.919
MIl Stage 81.38+1.76 0.00+0.00 0.037
Degenerate 446 +2.77 95.65 + 0.004

4.35
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