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1. Resumen

Debido a la creciente exposicion del ser humano a diversos disruptores
enddcrinos, como el bisfenol-A (BPA), se han realizado multiples estudios con el
fin de conocer los efectos adversos de estos compuestos sobre el organismo y la
salud reproductiva, asi como los mecanismos a nivel molecular a través de los
cuales actuan. En el presente proyecto, se administr6 BPA en dos diferentes dosis
a ratas de la cepa Wistar prefiadas durante la gestacion y posteriormente en la
lactancia y se evaluaron diversos parametros reproductivos de sus crias, que
recibieron el compuesto a través de sus madres, comparandolas con un grupo

control.

Ademas de observar cambios significativos en la distancia anogenital (parametro
indicativo del desarrollo sexual) al dia del destete de las crias macho de madres
tratadas con respecto a las control, se hallaron también niveles superiores de BPA
en su suero, comprobando que se transfiere de la madre a la cria durante la

gestacion y lactancia.

Al madurar las hembras, se evalud el indice de fecundaciéon para los tres grupos
(Control, Dosis Baja: 0.05 mg/kg de pc/dia y Dosis Alta: 20 mg/kg de pc/dia),

siendo el de la dosis alta menor que los otros dos grupos casi en un 10 %.

De igual manera, se observd un decremento significativo en la tasa de
implantacion del grupo de dosis alta con respecto al control, o cual indica una

posible disminucion en su fertilidad.

Por ultimo, se observaron diferencias significativas en cuanto a la expresiéon de
tres proteinas de las uniones estrechas (Claudina-1, ZO-1 y Ocludina) del epitelio
luminal uterino que tienen una probable funcién en el proceso de implantacion.
Estas diferencias fueron encontradas en los dias 1, 3, 6 y 7 de gestacion e
implican un cambio en la intensidad de expresion y en el patron de distribucion de
las proteinas estudiadas en los uteros de las crias de ratas tratadas con respecto

a las control.



Los resultados permiten deducir que el BPA, como disruptor enddcrino, tiene la
capacidad de alterar la homeostasis del sistema enddcrino y, ya que el embarazo
es un proceso hormonodependiente, se ve afectado. Estos cambios en la
expresion de las proteinas de las uniones estrechas que estan encargadas de
regular el transporte paracelular y, por tanto, tienen una amplia influencia sobre el
proceso de implantacién, podrian estar influenciados por niveles hormonales
alterados, siendo esta una posible causa a nivel molecular de la disminucion de

este parametro reproductivo.



2. Introduccioén

El bisfenol-A es un compuesto organico actualmente utilizado en la produccion de
materiales utilizados en la elaboracion de curaciones dentales, biberones,
recubrimientos internos de latas para alimentos, botellas para bebidas y empaques

alimentarios en general.

La importancia de este compuesto en la vida cotidiana reside en dos factores. El
primero de éstos se basa en los trabajos de Vom Saal et al. (1998) y Yamamoto et
al. (1999) que demuestran que el BPA tiene la capacidad de migrar desde el
polimero hacia el alimento, lo que significa que las personas que consumen
alimentos contenidos en empaques cuyo material contiene BPA, también ingieren

el compuesto.

El segundo factor que sustenta la importancia del presente proyecto se relaciona
con la actividad del BPA como disruptor enddcrino en el humano. Los disruptores
endocrinos son sustancias quimicas, naturales o artificiales, exdgenas al
organismo, que tienen la capacidad de alterar la homeostasis de los sistemas
enddcrino y reproductivo mimetizando la accion de hormonas naturales, como el
estradiol, en tejidos hormono dependientes y hormono sensibles y que por tanto

son responsables de diversas anormalidades reproductivas (Nava et al., 2008).

De igual manera, hay estudios (Tsutsumi et al., 2005; Ye et al., 2006) que
mencionan que el BPA se transmite a través de la leche materna, por lo que los
bebés también estan expuestos a este compuesto sin tener que consumir
directamente el alimento empacado. Ademas, otras investigaciones demuestran
que es justamente en etapas tempranas del desarrollo en las que los humanos
son mas sensibles a los efectos de este compuesto, teniendo consecuencias

irreversibles a largo plazo (Richter et al. 2007).

Debido a que con los afos y la creciente produccion de alimentos empacados se
ha incrementado la exposicion del ser humano al BPA, es de suma relevancia
investigar con mas detalle los efectos que tiene este compuesto en el organismo.

En el presente trabajo se estudian los efectos de este compuesto sobre la

3



funcionalidad reproductiva de las crias (hembras) de ratas Wistar cuando se le ha
administrado el compuesto a la madre durante la gestacion y la lactancia, asi

como el efecto que tiene sobre la expresién de las proteinas de las uniones

estrechas del epitelio uterino.



3. Antecedentes

3.1 Generalidades del BPA

El 2,2’-bis(4-hidroxifenil) propano, comunmente nombrado bisfenol-A (Figura 1)
debido a su obtencion a partir de fenol y acetona, fue sintetizado inicialmente
como un estrégeno, sin embargo, actualmente es empleado en la produccion de
epoxidos, poliestireno y resinas de policarbonato que, a su vez, son empleados en
la elaboracion de curaciones dentales, biberones, recubrimientos internos de latas

para alimentos, botellas para bebidas y empaques alimentarios en general.

A pesar de que no se encuentra este compuesto en la naturaleza, si es posible
encontrarlo en diversas fuentes a las que gran parte de la poblacion esta
expuesta, ya que el estilo de vida actual demanda que los alimentos y las bebidas
se encuentren en presentaciones practicas y faciles de consumir que por lo
general son empacadas o enlatadas y por tanto estan en contacto directo con este

disruptor endocrino.

H,C_ CH,

HO OH

Figura 1. Bisfenol A (BPA).

Como ya se ha mencionado, el bisfenol-A tiene la capacidad de migrar de los
polimeros mencionados hacia el alimento contenido en el empaque y esta
capacidad de migracion aumenta con la exposicion a altas temperaturas o con el
uso constante del producto (Takao et al., 2002; Yamamoto et al. 1999; Yoshida et
al., 2001). Se ha comprobado la migracion de BPA desde el polimero hasta el
alimento con métodos como HPLC, deteccién UV, cromatografia de gases —
espectrometria de masas (CG-SM) asi como cromatografia de liquidos —
espectrometria de masas (CL-SM). Con dichas técnicas se observé que al evaluar

la migraciéon del BPA en agua, vinagre y aceite de oliva, por 10 dias a 40°C este
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es mayor en aceite de oliva. Sin embargo en todos los casos los valores han sido
menores a los establecidos como migracion limite de BPA en la Unidn Europea

(L6pez-Cervantes et al., 2003).

Se producen anualmente alrededor de 6.5 billones de libras de BPA y, debido a un
aumento en el uso de productos elaborados con resinas epoxicas y de
policarbonato, se ha incrementado la exposicion humana al BPA. De hecho, la
principal via de contacto humana con el BPA son los alimentos (Lopez-Cervantes
et al., 2003) y es el principal compuesto estrogénico que se fuga a las fuentes de

agua y alimento (Vom Saal et al., 2007).

La TDI corresponde a la cantidad de un compuesto quimico a la que una persona
puede estar expuesta diariamente por un periodo de tiempo extendido (por lo
general toda la vida) sin sufrir efectos adversos. La TDI también es llamada por las
Agencias Regulatoria Estadounidenses como Dosis de Referencia o Dosis de
Ingesta Diaria Aceptable o Admisible. Actualmente, la Agencia de Proteccién al
Medio Ambiente (EPA) y la Agencia de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados
Unidos, tiene registrada una IDA de 0.05 mg de BPA/kg de peso corporal al dia.

3.2 Exposicion del ser humano al BPA

Como ya se ha mencionado, la importancia del presente proyecto radica en la
creciente exposicién de la especie humana al disruptor enddcrino bisfenol-A y en

los efectos negativos que podria tener este compuesto sobre la salud.

Estudios en Holanda, Alemania, China, Japén y Noruega han encontrado una
extendida exposiciéon de la poblacién al BPA en cada uno de estos paises (Becker
et al., 2009; He et al., 2009; Yamano et al., 2008; Ye et al., 2008 y 2009). En
México, sin embargo, solamente se ha realizado un estudio en 60 mujeres; en
80.0% (N = 48) de las pacientes se detecté BPA en orina, cuya concentracion

presentaba un rango entre 0.4 ng/mL y 6.7 ng/mL (Cantonwine et al., 2010).

El Centro para el Control de Enfermedades de los Estados Unidos estimé
recientemente que casi todos los Americanos (93%) tienen niveles detectables



(>0.1 ng/mL) de BPA en sus cuerpos y que los nifios tienen niveles mas altos que
los adultos, lo que indica que la exposicion ambiental es amplia (Calafat et al.,
2005 y 2008). Ademas de la exposicion humana al BPA debido al ambiente
(acuatico, aire y suelo), actualmente se sabe que la principal via de contacto son
los alimentos (Lépez-Cervantes et al., 2003). Muchos estudios sugieren que los
altos niveles de BPA en orina podrian estar correlacionados con el consumo de
alimentos enlatados, (Inoue et al., 2003; Matsumoto et al., 2003; Yang et al., 2003;
Rudel et al., 2011). Un estudio de Geens et al. (2010) evalu6 muestras de elote,
zanahoria, anchoa y puré de manzana en lata y en envase de cristal de la misma
marca. Se encontré un promedio de 24.1 ng de BPA/g de elote en lata, 0.9 ng/g
de elote en cristal, 32.4 ng/g de zanahoria en lata, 0.5 ng/g de zanahoria en cristal,
0.9 ng/g de anchoa en lata, 0.7 ng/g de anchoa en cristal, 0.2 ng/g de puré de
manzana en lata y 0.3 ng/g de puré de manzana en cristal. Puede observarse que,
a excepcion del puré de manzana, todas las concentraciones promedio de BPA
halladas en los alimentos fueron mayores en su presentacion enlatada que en

envase de cristal.

Actualmente, la Agencia de Proteccién al Medio Ambiente (EPA) y la Agencia de
Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados Unidos, consideran como “segura” para
el consumo humano la dosis de 50 ug de BPA por kg de peso corporal al dia, sin
embargo, los resultados reportados por Vandenberg et al. (2007) llevaron a la
conclusion por parte de los cientificos que acudieron a la Conferencia sobre BPA
convocada por el Instituto Nacional de Salud de EUA (NIH) de que los niveles
actuales a los que esta expuesto el ser humano exceden esta dosis (Vom Saal et
al., 2007). Asi mismo, concluyeron que: 1) el BPA es detectado en humanos en
niveles de nanogramos por mililitro (ppb); 2) el BPA sin conjugar (bioactivo) se
encuentra en sangre y 3) los mismos niveles se encuentran en su forma
conjugada (glucoronidada o sulfatada) en orina (Vandenberg et al., 2007; Vom
Saal et al., 2007).

Ademas de la exposicion al BPA en etapa adulta, existen estudios que

demuestran que los bebés también pueden estar expuestos al BPA al transferirse



por medio de la leche materna (Tsutsumi et al., 2005; Ye et al., 2006). De igual
manera, los bebés en unidades neonatales de cuidados intensivos pueden tener
una mayor exposicion al BPA debido al uso de aditamentos médicos (Calafat et
al., 2009).

El ser humano esta expuesto al BPA desde las primeras etapas de gestacion, ya
que se han detectado altos niveles de BPA en la sangre del cordon umbilical, en
plasma materno y fetal, en fluido amnidtico y en tejido placentario, lo que indica
que el BPA no se une a la alfafetoproteina que secuestra a los estrogenos y puede
cruzar la placenta (Ikezuki et al., 2002; Padmanabhan et al., 2008; Schonfelder et
al., 2002; Vandenberg et al., 2007).

Ya que se ha demostrado que los efectos del BPA tienen un mayor impacto en las
etapas tempranas del desarrollo que en la etapa adulta (Richter et al., 2007), la

exposicion durante la gestacion y lactancia es de particular interés.

3.3 Efectos adversos del BPA sobre la fertilidad

3.3.1 Efectos en humanos

Actualmente existe una gran preocupacién con respecto a qué factores
ambientales pueden estar teniendo un impacto negativo en la salud reproductiva
femenina debido al decremento en las tasas de embarazo en humanos y el
incremento en la ocurrencia de enfermedades como cancer de mama, infertilidad,

insuficiencia ovarica prematura y en general reproductivas en la muijer.

Se ha reportado, en mujeres, una asociacion entre un incremento en las
concentraciones de BPA y un decremento en el numero de foliculos antrales, lo
cual ha incrementado la preocupacién por una acelerada pérdida de foliculos y

envejecimiento reproductivo (Souter et al., 2013).

Asi mismo, se ha reportado que el porcentaje de pacientes con concentraciones
detectables de BPA es significativamente mayor en las pacientes infértiles

comparado con pacientes fértiles (Caserta et al., 2013). De igual forma, se ha



asociado la exposiciéon a BPA con abortos sucesivos (Sugiura-Ogasawara et al.,
2005).

También, en un estudio de fertilizacion in vitro, se ha observado una asociacién
linear positiva dosis-respuesta entre los niveles de BPA en orina y la falla de
implantacion (Ehrlich et al., 2012). En otro estudio de fertilizacién in vitro, el BPA
se detectd en la mayoria de las pacientes y se observé una correlacion inversa
entre la concentracion de BPA y el numero de 6vulos recuperados y los niveles

maximos de estradiol (Mok-Lin et al., 2010).

En ratones tratados con BPA por via oral, en dosis comparables con los niveles de
exposiciéon ambiental (0.02—-0.1 mg/kg/dia), se observd que el BPA es un poderoso
disruptor de meiosis, llevando a aneuploidia, que es considerada la causa mas
comun conocida del retraso mental, asi como la causa genética de infertilidad en
humanos (Hassold y Hunt, 2001).

3.3.2 Efectos en animales de experimentacion

Los efectos que tiene el BPA en organismos adultos son reversibles cuando cesa
la exposicién (Richter et al.,, 2007), sin embargo se ha demostrado que la
exposicion inadvertida, constante y a largo plazo a disruptores endocrinos como el
BPA durante periodos criticos para el desarrollo (cercanos a la etapa postnatal y/o
in utero), afectan el crecimiento y la salud reproductiva de los seres vivos (Nava et
al., 2008).

Se ha observado, en diferentes cepas de ratas, que la exposicion durante el
periodo perinatal/neonatal produce en los organismos efectos organizacionales,
gue son debidos a la exposicion del 6rgano durante el desarrollo y que continuan
durante la pubertad y que resultan en una alteracion persistente del sistema
afectado (Richter et al. 2007). Es por ello que la mayor preocupacioén respecto a la
exposicion al BPA es durante el desarrollo, es decir, de fetos, neonatos, infantes,
nifos y adolescentes.



Se han realizado una gran cantidad de estudios en animales de laboratorio
expuestos a las dosis a las que actualmente esta expuesto el ser humano o
menores. Estos estudios indican que la exposicion a BPA esta asociada con
anomalias morfoldgicas, funcionales y de conducta relacionada con la
reproduccion. La exposicion de fetos de roedor a dosis bajas de BPA de 20 a 400
pg/kg/dia produce efectos estrogénicos postnatales. En machos, la produccion
diaria de esperma se reduce y aumenta el peso de la prostata, y en la hembra, el
desarrollo del tejido reproductivo se ve modificado, se modifica la diferenciaciéon
sexual del cerebro, se presentan cambios en los niveles de la hormona
luteinizante en suero, se presenta apertura vaginal temprana, alteraciones en el
ciclo estral, cambios a largo plazo en la vagina, utero, ovario y glandula mamaria,
y el crecimiento y la pubertad se aceleran (Honma et al., 2002; Howdeshell et al.,
1999; Markey et al., 2001 y 2003; Mendoza-Rodriguez et al., 2011; Nagel et al.,
1997; Rubin et al., 2001; Ryan et al., 2006; Schoénfelder et al., 2002 y 2004; Vom
Saal et al., 1998; Welshons et al., 2006).

En el ovario, se ha observado que el BPA es capaz de interferir en la
esteroidogénesis ovarica, en la foliculogénesis y en la morfologia ovarica, por lo
cual se ha concluido que el ovario es un érgano blanco particularmente sensible al
BPA (Markey et al., 2003; Mendoza-Rodriguez et al., 2011; Newbold et al., 2007;
Schonfelder et al., 2002). Animales tratados neonatalmente con BPA presentan
una gran cantidad de quistes, por lo cual ha sido relacionado con el ovario
poliquistico (Mendoza-Rodriguez et al., 2011; Fernandez et al.,, 2010). El
mecanismo por medio del cual el BPA impacta la funciéon ovarica parece ser
bidireccional. Especificamente, estudios in vitro han demostrado que la exposicién
de las células intersticiales de la teca del ovario de rata a BPA induce una elevada
sintesis de testosterona (Zhou et al., 2008). Los androgenos interfieren en el
procesamiento del BPA en el higado, llevando a un aumento en los niveles de
BPA en suero (Takeuchi et al., 2006). El BPA, ademas, altera el metabolismo de
los andrégenos en el higado y se une fuertemente a la globulina que une
hormonas sexuales (SHBG), desplazando a los andrégenos, lo que resulta en un

incremento en los niveles de androgenos libres en suero (Hanioka et al., 1998).
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En el cerebro, se ha reportado que la exposicidon fetal/neonatal a dosis bajas de
BPA produce cambios en las areas sexualmente dimorficas del cerebro, asi como
en la quimica y en la conducta. El BPA, por lo tanto, parece interferir con los
procesos normales que gobiernan la diferenciacion sexual del cerebro,
presentando cambios tanto en machos como en hembras (Fujimoto et al., 2006;
Palanza et al., 2008; Rubin et al., 2006).

En el utero, hay estudios que demuestran que la muerte celular del epitelio uterino
se ve alterada en la progenie de las ratas tratadas con BPA (Mendoza-Rodriguez
et al., 2011), lo que indica que ocurrié un cambio importante en la programacion
de la diferenciacion celular del tracto reproductivo lo cual a su vez llevé a una
alteracion significativa de la muerte celular. Asi mismo, se han reportado, en el
utero de estos animales, lesiones proliferativas del oviducto, metaplasias
escamosas, hiperplasias atipicas, polipos estromales y carcinogénesis (Newbold
et al.,, 2009), los cuales se pueden deber al incremento de proliferacion y el
decremento de muerte celular (Mendoza-Rodriguez et al.,, 2011; Newbold et al.,
2009). Con respecto a la funcion reproductiva, se ha observado en ratas tratadas
neonatalmente con BPA, una disminucién en la capacidad reproductiva de los
animales debido a un decremento en el numero de crias y un decremento en la
fecundidad y fertilidad a lo largo del tiempo (Cabaton et al., 2011). Se ha
demostrado que dosis de 200 y 300 mg de BPA/kg de peso corporal al dia en los
dias 1 a 4 de gestacién reducen los niveles de progesterona, asi como disminuyen
el numero de sitios de implantacion y aumentan el area luminal y la altura de las
células epiteliales al dia 6 de la gestacién (Berger et al., 2008). Asi mismo, se ha
observado que al administrar de forma subcutanea 10 mg de BPA/kg de peso
corporal al dia, del dia 1 al 8 de gestacion a ratones, se presenta una disminucion

en el numero de crias (Tachibana et al., 2007).

En un estudio realizado por Xiao et al. (2011), se traté de forma subcutanea a
ratones hembra con 0.5, 10, 40 y 100 mg de BPA/ kg de peso corporal al dia, del
dia 0.5 al 3.5 de gestacion. Se observo una implantacion tardia y un aumento en la

mortandad perinatal con la dosis de 40 mg de BPA/kg de peso corporal al dia. La
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evidencia de la sugerida implantacion tardia radica en la presencia de sitios de
implantacion mas pequefios y menos vascularizados, asi como una intensa
expresion de los receptores a progesterona posterior al dia de la implantacion
tedrica y un epitelio luminal delgado sin zona decidual al dia 4.5 de gestacion. De
igual forma, se observd un periodo de gestacion mas largo comparado con el
control, asi como camadas mas pequefas y supervivencia perinatal menor. Para
la dosis de 100 mg de BPA/kg de peso corporal al dia, no se observaron sitios de
implantacion al dia 4.5 de gestacion pero si se observaron embriones retenidos en
el oviducto y desarrollo tardio de embriones al dia 3.5 de gestacion con la misma
dosis, sugiriendo que el disruptor genera una alteracion en el desarrollo y
transporte del embrién desde el oviducto hacia el utero. Un experimento adicional
en el que se transfirieron embriones sanos a madres pseudoprefiadas tratadas
con la dosis de 100 mg demostré que a pesar de un desarrollo y transporte
adecuados del embrion, no se observaron sitios de implantacién al dia 4.5 de
gestacion, lo que sugiere que ademas de afectar estos factores, el bisfenol altera

la receptividad del utero hacia el blastocisto.

Un estudio realizado por Bosquiazzo et al. (2010) en el que ratas neonatas fueron
inyectadas con 0.05 y 20 mg de BPA/kg de peso corporal al dia, en los dias
postnatales 1, 3, 5y 7 y posteriormente fueron ovarectomizadas y administradas
con hormonas exdgenas, demostré6 una disminucion en la induccion de
proliferacion endotelial y en la expresion de mRNA del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) con ambas dosis (aunque no hubo un efecto
dosis/respuesta). Los resultados encontrados son relevantes debido a que la
generacion de nueva vascularizacion estromal es esencial para la implantacion del
embridén y su desarrollo. La expresién de VEGF, a nivel transcripcional, aumenta
en el epitelio luminal debido a los estrogenos, como el estradiol, y en el estroma
debido a la progesterona, aunque no necesariamente es debido a la unién con sus
receptores nucleares, por lo que las alteraciones debidas al BPA pueden estar
tanto a nivel de receptores como a nivel de expresion de genes hormono-

dependientes.
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Se realizé un estudio en el que se expuso neonatalmente a ratones a 0.25 ng, 250
ng y 25 yg de BPA/kg de peso corporal al dia, del dia 8 de gestacion al dia 16 de
lactancia. Al llegar a edad adulta, se evalud su fertilidad encontrando un menor
numero de hembras prefiadas y camadas mas pequefas, asi como un declive
reproductivo temprano con la dosis alta. Como es comun con los disruptores
enddcrinos, no se observo un efecto dosis-respuesta, lo que puede sugerir
inconvenientes en la determinacion del IDA y el NOAEL del BPA (Cabaton et al.,
2011).

Con respecto a los mecanismos moleculares que son afectados por el BPA,
existen pocos estudios. Se sabe que cambios epigenéticos son capaces de tener
efectos transgeneracionales (Manikkam et al., 2013). En concordancia con esto,
se han observado cambios en el patrén de metilacion del promotor del gen
HOXA10 (Pistek et al., 2013), que da lugar a cambios en el patron de expresion de
este gen en el utero de ratas tratadas neonatalmente con BPA. Este gen regula la
expresion de los genes integrina B3 y EMX-2 que estan involucrados en procesos

de implantacién (Varayoud et al., 2011).

En este estudio, ratas recién nacidas fueron tratadas de forma subcutanea con
0.05 mg y 20 mg de BPA/kg de peso corporal al dia, en los dias postnatales 1, 3, 5
y 7. Se encontré una menor expresion del gen HOXA10 al dia 5 de gestaciéon en
las ratas tratadas con ambas dosis. EI gen HOXA10 esta involucrado en la
preparacion del utero para la implantacion y su expresion esta regulada por
estradiol y progesterona. No se encontraron diferencias en los niveles séricos de
estradiol ni progesterona al dia 5 de gestacidn, pero si en los receptores uterinos,
cuya cantidad fue menor en las ratas tratadas. A pesar de que todas las ratas
mostraron una conducta de receptividad sexual y de que no se encontraron
diferencias en las tasas de ovulacién, el indice de fecundaciéon disminuyé con el
aumento de la dosis (10% para la dosis baja y 23% para la dosis alta). El numero
de sitios de implantacion disminuyé con ambas dosis, siendo estadisticamente

significativo con la dosis alta unicamente. Debido a la amplia gama de efectos, los
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investigadores que llevaron a cabo este estudio concluyeron que es posible que el

BPA afecte el eje hipotalamo-pituitaria-génadas (Varayoud et al., 2011).

Puede notarse, en los resultados obtenidos por los estudios mencionados, que el
BPA tiene consecuencias observables sobre los organismos expuestos a él,
teniendo efectos distintos al cambiar diversas circunstancias, por lo que mas
estudios relacionados con este disruptor permitirian elucidar un poco mas sus

mecanismos de accion.
3.4 Uniones estrechas y su relacion con la implantacion

Los eventos que llevan a la implantacion del blastocisto de la rata ocurren durante
los primeros 6 dias de la gestacion. El dia uno se define como el dia en que se
lleva a cabo el apareamiento, y se considera representativo del dia del estro. El
dia tres representa el periodo de pre-implantacion. Durante el dia 5, el blastocisto
se acerca a la pared uterina (aposicion del blastocisto). La implantacion, definida
como la adhesion irreversible del blastocisto al epitelio luminal, se completa en el
dia 6. En el dia 7, el blastocisto atraviesa el epitelio luminal hasta el estroma

materno por penetracion por desplazamiento (Murphy, 1993).

La implantacion exitosa del blastocisto durante las primeras etapas del embarazo
involucra una serie de cambios, regulados por hormonas, en las células del
epitelio uterino que las hacen receptivas a la adhesion de las células del
trofoblasto. Estos cambios implican una reorganizacion de la membrana
plasmatica y del citoesqueleto de las células epiteliales y este proceso es llamado
“transformacion de la membrana plasmatica” (Murphy et al., 1994; Murphy, 2000).
Esta transformacién de la membrana plasmatica involucra cambios en la altura de
las células epiteliales uterinas, en la longitud y la forma de los microvilli, en la
expresion de marcadores de superficie celular, en la composicion lipidica de la
membrana plasmatica, en el citoesqueleto y las proteinas que lo componen, etc.
(Murphy, 1993). Se ha sugerido que modificaciones de las estructuras de union

que estan asociadas a la membrana plasmatica lateral de las células epiteliales,
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lamadas uniones estrechas, estan involucradas en la transformacién de la

membrana plasmatica (Murphy, 2000).

Las uniones estrechas o “tight junctions” (TJ) en inglés, son redes proteinicas
intercelulares que regulan el paso de solutos por via paracelular e imparten
polaridad a las células epiteliales al separar el dominio basolateral de la
membrana plasmatica de la apical, ya que inhiben la distribucion libre de
moléculas como lipidos y otras proteinas (Farquhar & Palade, 1963; Schneeberger
& Lynch, 1992; Gumbiner, 1993).

Estos complejos arreglos compuestos por mas de 40 diferentes proteinas, estan
organizados como un grupo de proteinas transmembranales acopladas a un set
de proteinas submembranales que actuan como puentes conectando el complejo
al citoesqueleto de actina. La ocludina y las claudinas son proteinas integrales de
las TJ y estan involucradas en la determinacion de la permeabilidad epitelial y
constituyen los filamentos de las TJ que se observan por criofractura (Tsukita et
al., 2001). La ocludina es un gen unico que da lugar a muchas variantes obtenidas
por procesamiento alternativo (Ghassemifar et al., 2002) y la cantidad de ocludina
en un tejido esta inversamente relacionada con su permeabilidad. Las claudinas,
por otra parte, son una familia de proteinas que incluye a mas de 20 miembros
codificados por genes independientes (Tsukita et al., 2001) que contribuyen a las
propiedades de adhesion y barrera de las uniones estrechas (Kubota et al., 1999)
y se ha sugerido que la coexpresion de distintas claudinas y su interaccion pueden
determinar la funcién particular de las uniones estrechas en distintos tejidos.
Existe evidencia que demuestra que al aumentar la cantidad de ocludina en las
uniones estrechas, aumenta su estabilidad, adhesién y estrechez (Van ltallie &
Andersen, 1997; Leach et al., 2000) y que interactua con las claudinas para
regular la permeabilidad celular (Balda et al., 2000). Entre las proteinas
submembranales de las TJ, ZO-1 es la que mejor ha sido estudiada. Esta proteina
se considera como una proteina de andamiaje que trae a proximidad cercana a
diversas proteinas de las TJ (Gonzalez-Mariscal et al. 2000). Los complejos de las

proteinas ZO (ZO-1, ZO-2 y Z0O-3) unen las fibras de las uniones estrechas con el
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citoesqueleto de actina (Fanning et al., 1998; Wittchen et al., 1999), por lo que se

concentran en el lado citoplasmatico de las uniones estrechas (Itoh et al., 1993).

Las TJ son estructuras dinamicas cuya permeabilidad cambia en respuesta a una
gran variedad de estimulos externos (Cohen et al., 1985), asi sean condiciones
fisiologicas normales (Gilula et al., 1976; Mendoza-Rodriguez et al., 2005) o

patoldgicas (Alavi et al., 1983).

Estudios previos de criofractura han demostrado que la complejidad geométrica de
las TJ del epitelio luminal uterino se incrementa con el tratamiento con
progesterona, hormona sumamente influyente en el endometrio uterino en los
primeros dias de la gestacion. Se demostroé que altos niveles de estrégenos, como
los que hay en el proestro y en el dia 1 de gestacion, resultan en una union
estrecha con pocas interconexiones, lo que es congruente con el edema estromal
que se observa en este tiempo. Sin embargo al dia 5 de gestacion, que es el
momento de la implantacidén, la union estrecha incrementa tres veces su
profundidad a lo largo de la membrana plasmatica lateral (Murphy et al., 1982,
1993 & 2000). La estimulacién con estrogenos resulta en una union estrecha de
fibras paralelas y una estimulacion con progesterona causa que la red proteinica
se extienda hacia el dominio basolateral de las células y que se generen mas
interacciones que a su vez son geometricamente mas complejas, lo que resulta en
una union mas impermeable como la deseada en el momento de la implantacidn.
Al observar las proteinas de las uniones estrechas durante el ciclo estral de la
rata, se encontré que habia una mayor cantidad en el proestro y en el estro, que
es cuando los niveles de estrogenos y progesterona estan en su maximo
(Mendoza-Rodriguez et al., 2005). Se han observado cambios en la morfologia de
las uniones estrechas (TJ) que sugieren que estas se hacen mas eficientes en
bloquear la via paracelular para preservar el contenido del fluido uterino luminal en
el momento de la implantacién (Murphy et al., 1981, 1982). Por lo tanto, la funcién
de las TJ en este epitelio parece estar involucrado en controlar el volumen vy la
composicién del fluido luminal al momento en el que el blastocisto se esta

desarrollando y adhiriendo (Murphy et al., 1982; Nicholson et al., 2010).
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Existen estudios que demuestran que la ocludina no se observa en los primeros
dias de gestacion, sino que aparece con una senal apical en el dia 6 de gestacion,
que es el momento en el que se lleva a cabo la implantacion. ZO-1 y Claudina-1
se observan desde el dia 1 de gestacion, asi como en los dias 3, 6 y 7, sin
embargo la senal de ZO-1 es principalmente apical, mientras que la de Claudina-1
es, ademas de apical e intensa, difusa en el citoplasma de las células epiteliales
uterinas (Orchard et al., 2002; Nicholson et al., 2010).

Un estudio observo que al dia 6 de gestacion, ZO-1 se expresa en el lado apical
del epitelio luminal y se observa también en la zona decidual primaria. Se concluyé
que no es el proceso de decidualizacion el que induce la expresion de ZO-1, sino
la cercania o el contacto de las células deciduales con el trofoblasto. ZO-1 se
expresa tanto en las células trofoblasticas como en las del epitelio luminal uterino
antes de la implantacion y en las células deciduales de la zona decidual primaria

después de la implantacion (Paria et al., 1999).

En un experimento, se estudid la expresion de Claudina-1 y ocludina en cuatro
grupos de ratas. El primer grupo constaba de ratas prefiadas (estudiadas a los
dias 1 y 6 de gestacion), el segundo de ratas ovarectomizadas tratadas con
estrégenos, el tercero de ratas ovarectomizadas tratadas con progesterona y el
cuarto de ratas ovarectomizadas tratadas con estrogenos y progesterona. Se
observé que en los cuatro grupos y en ambos dias de gestacion evaluados en las
ratas prefadas, la proteina Claudina-1 se encontraba en el citoplasma basal de las
células epiteliales luminales. La sefal de ocludina se observo en todos los grupos
a excepcion del que unicamente fue tratado con estrégenos, por lo que se deduce
que su expresion esta regulada por la cantidad de progesterona (Nicholson et al.,
2010).

Ademas de las funciones ya mencionadas, las proteinas ocludina, Claudina-1, ZO-
1y ZO-2 de las TJ se expresan en las células estromales decidualizadas de la
zona decidual primaria para formar una barrera que rodea al embrion con la
pérdida de las células epiteliales adyacentes. La zona decidual primaria, inducida
por el blastocisto, es impermeable a las inmunoglobulinas, 1o que sugiere que la
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expresion de las proteinas de las uniones estrechas, inducidas por el trofoblasto,
forman una barrera temporal en las células de la zona decidual primaria que
impide el paso de moléculas dafinas, como las inmunoglobulinas maternas, al
embridén (Wang et al., 2004) y ya que el éxito de un embarazo normal depende de
la proteccion y el crecimiento del embridon dentro del micro-ambiente uterino, estas

proteinas son de suma importancia.

A pesar de que se conoce como es la expresion de algunas de las proteinas de
las TJ en el utero de la rata durante los primeros dias de la gestacion, aun no
existen datos que demuestren si la expresion y la localizacidn de estas proteinas

se ven modificadas por el BPA.
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4. Planteamiento del problema

En los ultimos afos se ha observado un aumento en la infertilidad y en la
prevalencia de enfermedades reproductivas en el ser humano, por lo que se han
realizado diversos estudios que buscan encontrar una explicacion para estos
fendmenos. Dentro de los resultados obtenidos, se han sefialado a los disruptores
enddcrinos como posibles substancias involucradas en el decremento en las tasas
de embarazo, ya que estos compuestos exdgenos al organismo tienen la
capacidad de mimetizar la accion de hormonas naturales y alterar la homeostasis

de los sistemas enddcrino y reproductivo.

Un disruptor endocrino al cual estamos actualmente expuestos, debido a su
presencia en empaques alimenticios, es el bisfenol-A, por lo que el estudio de sus
efectos sobre el organismo es de suma importancia. Existen estudios en los que
se han demostrado las consecuencias sobre la salud reproductiva que tiene la
ingesta de este compuesto tanto en la etapa adulta como en etapas criticas del
desarrollo, como la gestacion y la lactancia. Sin embargo, pocos estudios se han
especializado en los mecanismos a nivel molecular por los cuales actua el BPA,
por lo que el presente proyecto, ademas de observar los efectos del BPA sobre
algunos parametros reproductivos, se enfocara en la posible alteracion de tres
proteinas presentes en las uniones estrechas del epitelio uterino que estan

relacionadas con el proceso de implantacién en la rata.

5. Hipotesis

Debido a los efectos conocidos del disruptor enddcrino bisfenol-A sobre la
homeostasis del sistema endocrino y reproductivo, se espera observar
alteraciones en los parametros reproductivos (menor indice de fecundacion, menor
tasa de implantacion, menor numero de embriones y mayor numero de sitios de
reabsorcion) y en la expresion de las proteinas de las uniones estrechas
relacionadas con la funcionalidad del epitelio endometrial y un decremento en las

tasas de implantacion en los animales tratados.
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6. Objetivo general

Estudiar el efecto que tienen diferentes dosis del disruptor enddcrino bisfenol-A
sobre la ovulacién, fertilizacion, implantacion y los mecanismos moleculares
(proteinas de uniones estrechas) que podrian estar involucrados en el control de la

implantacion en la rata.
6.1 Objetivos particulares
Evaluar el efecto de diferentes dosis de BPA en ratas gestantes sobre:
A) El tiempo de gestacidén y numero de crias.

B) La ganancia de peso de las crias de la generacion F1 durante cinco

semanas después de su nacimiento.
C) La distancia anogenital de la generacién F1.

D) La concentracion de BPA en suero de los machos de la generacion F1 al

dia del destete.

E) El indice de fecundacion de la generacion F1.

F) Las tasas de ovulacion de la generacion.

G) Las tasas de implantacion de la generacion F1.

H) El nUmero de embriones vy sitios de reabsorciéon de la generacion F1.

I) La expresion en la generacion F1 de las proteinas de las uniones
estrechas (ZO-1, ocludina y claudina-1) en el epitelio luminal durante la

gestacion temprana.
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7. Metodologia
7.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron animales del Bioterio Harlan de México bajo estrictos controles de
periodos luz:obscuridad 12h:12h, con agua y comida ad libitum. Este estudio fue
aprobado por el comité de ética (CICUAL) de la Facultad de Quimica. Se
determiné diariamente la etapa del ciclo de 48 hembras Wistar durante los meses
de Agosto, Septiembre, Octubre y Noviembre (2013) con el fin de obtener a 21
hembras aptas para el experimento. Una vez seleccionadas, se utilizaron 15

machos, también Wistar, para las montas.
7.2 Monitoreo del ciclo estral y apareamiento

Para el monitoreo del ciclo estral de las 48 ratas iniciales, se tomd con un asa
bacteriologica, esterilizada al rojo vivo y enfriada en agua, un frotis vaginal y se
procedié a tomar una gota de agua con el asa y la muestra para facilitar su
colocacién en un portaobjetos marcado. Se repitié la operacion con todas las ratas
monitoreadas de manera cotidiana durante al menos dos ciclos regulares antes de

ser apareadas.

La tincidén de los frotis se realizé6 aplicando hematoxilina directamente sobre el
portaobjetos y removiendo el colorante tras cinco minutos; posteriormente se
enjuagod el portaobjetos con agua destilada y se colocd dentro de una solucion
saturada de carbonato de litio durante treinta segundos. Transcurridos los treinta
segundos, se enjuagd nuevamente el portaobjetos con agua destilada y se dej6
secar. Una vez seco el portaobjetos, se procedié a aplicarle eosina durante diez
minutos y finalmente a enjuagarlo con etanol al 70%. En cuanto el portaobjetos
secaba, estaba listo para analizarse al microscopio.

De acuerdo con el tipo de células predominante en el frotis, se pudo definir la
etapa en la que se encontraba la rata. El ciclo estral de la rata dura entre cuatro y
cinco dias y consta de cuatro etapas, es decir, aproximadamente una por dia. En

la Tabla 1 se puede observar el tipo de células que predomina en cada etapa.
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Tabla 1. Descripcion de las células predominantes en las cuatro etapas del ciclo estral de la rata.

Proestro

Metaestro

Diestro

Se observan células
redondeadas, con un

nucleo bien definido y

se tifen de azul.

agrupadas en racimo, que

Se observan células de
descamacion que se
asemejan a hojuelas con
bordes irregulares y sin
nucleo que se tifien de
rosa intenso. El frotis

suele ser abundante.

Predominan los
leucocitos, que se
observan azules y
mucho mas pequefios
que el resto de las

células.

No se observa un claro
predominio de un cierto
tipo de célula. Se
observan células
nucleadas, descamadas
y leucocitos en
proporciones similares.
El frotis suele ser

escaso.

Después de seleccionar a las 21 ratas con ciclos regulares, se procedié a controlar

su apareamiento. Con base en el monitoreo, se observo el dia en el que la hembra

era receptiva al macho y se coloco a este ultimo en la jaula de la hembra a las seis

de la tarde y se removid a las once de la mafana del dia siguiente.

Inmediatamente después de remover al macho, se le tomé frotis vaginal a la

hembra con el fin de verificar la gestacién. El frotis tefido de la hembra prefiada

deberia mostrar espermatozoides el dia posterior a la monta (Figura 2) para que

este dia fuera considerado como el dia 1 de gestacion.

Figura 2. Frotis vaginal tefiido

e

3 - (i

de una rata hembra en su primer dia de gestacion.
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7.3 Tratamiento farmacoldgico de la generacién FO

Una vez verificada la gestacion de la rata, se pesé y se clasificd en alguno de los
tres grupos, ya sea control, dosis baja de BPA (0.05 mg/kg de peso corporal al
dia) o dosis alta (20 mg/kg de peso corporal al dia). En la preparacion de los
tratamientos de los grupos de dosis baja y dosis alta, se consideré el peso de cada
rata para ajustar la dosis. De acuerdo con las estimaciones de la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (U.S. EPA) la dosis menor de efectos
adversos observada (LOAEL) para la exposicion oral a BPA en ratas es 50
mg/kg/dia. Expertos del Programa Nacional Toxicolégico (NTP) sugirieron una
dosis de corte de 5 mg BPA/kg/dia para la clasificacion de efectos a dosis bajas,
sin importar la via de administracion, duracién de la exposicion o la etapa/edad de
la vida en la cual ocurre esta exposicion (Melnick et al., 2002). Por lo tanto, la
dosis alta seleccionada en el presente proyecto es cuatro veces mayor a la dosis
de corte baja sugerida por los expertos de la NTP y 2.5 veces menor que el
LOAEL de U.S. EPA. La dosis baja es 100 veces menor a la dosis de corte baja
sugerida por los expertos de la NTP y corresponde a la IDA de BPA.

Con las ratas que recibieron directamente el compuesto, se monitored el volumen
de agua ingerido diariamente antes del tratamiento, obteniendo un promedio de 30
mL. Se considerd este volumen asi como el peso individual de cada rata en la

preparacion del agua de bebida de cada uno de los grupos tratados.

Se peso en balanza analitica la cantidad indicada de BPA y se disolvié en etanol
absoluto utilizando un tubo eppendorf y un vortex. Esta disolucion se agregé al
0.1% al agua de bebida de los animales. Esta agua se suministré en botella de
vidrio para evitar que compuestos provenientes de botellas de plastico que
contengan policarbonato interfieran en los resultados. Se decidié suministrar de
esta forma el compuesto ya que por medio de la ingesta es la principal forma de
exposicion de los humanos a este compuesto. De esta forma, el grupo control
solamente ingiri6 agua destilada con etanol al 0.1%. Las hembras prefiadas

recibieron el tratamiento a partir del dia 6 de gestacion y hasta el dia postnatal 21.
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Se verificd el volumen ingerido diariamente de agua de bebida durante el
tratamiento con el fin de asegurar que las ratas recibian la dosis correspondiente
al grupo en el cual fueron clasificadas. Nuevamente, se obtuvo un promedio de 30
mL de agua consumidos diario con una ligera tendencia a aumentar durante la

gestacion.
7.4 Caracterizacion fenotipica de la generacion F1

El dia del destete, es decir, el dia postnatal 21, se sexaron las crias y se
separaron machos de hembras. Se obtuvo, con balanza electronica, el peso en
gramos de cada cria y, con vernier, su distancia anogenital. Esta distancia, medida
en mm, se dividié entre la raiz cubica del peso en gramos, también al dia del
destete, antes de realizar las pruebas estadisticas. A las crias hembras se les
marco y se les coloco agua libre de BPA y comida ad libitum. Los machos fueron
sacrificados por decapitacion ese mismo dia con el fin de obtener su sangre para

determinar la concentracion de BPA en suero.
7.5 Cuantificacion de BPA en suero

Una vez obtenida la sangre de los machos, se procedié a centrifugarla durante
diez minutos a 2500 rpm. Después de ser centrifugada, se observo la separacion
del suero, que fue recolectado en tubos eppendorf utilizando una pipeta pasteur
con bulbo. Los tubos se almacenaron en un congelador Revco con el fin de
mantener el suero en buenas condiciones hasta estar listas las muestras de las 21

camadas.

Obtenidas ya las muestras de suero de las 21 camadas, se evaluaron por el
método inmunométrico “ELISA” (Abraxis LLC, PA, USA), previamente usado en
diferentes estudios (Takeuchi et al., 2004; Kandaraki et al., 2011), los niveles de
BPA presentes en el suero de las crias de las madres tratadas y se compararon
con los de las crias de las madres control. Para ello, se mezclaron 50 pyL de una
muestra y 50 de otra de un macho del mismo tratamiento y se agregaron 10 uL de
B-glucoronidasa de Helix pomatia (Sigma-Aldrich, G7017 2100000 U/mL) y 200 uL
de buffer de acido acético para luego incubar la mezcla 24 horas a 37°C. Se
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acondicionaron columnas con 10 mL de metanol absoluto y posteriormente 6 mL
de agua destilada. Una vez acondicionada la columna, se hizo pasar la muestra
incubada y se lavé con 6 mL de metanol al 35 % para finalmente eluir la muestra
con 2.5 mL de metanol absoluto. En la prueba de ELISA, el BPA es reconocido por
un anticuerpo monoclonal con un alto nivel de sensibilidad y un rango de deteccion
de 0.05 pyg/L a 10 pg/L (ppb) y un coeficiente de variacion menor al 10%. La

reaccion de ELISA fue leida en un lector de microplacas a 450 nm.

Una vez verificado que las crias recibieron el compuesto a través de sus madres,
las hembras se dejaron llegar a edad adulta (tres meses de edad) para
posteriormente monitorear su ciclo estral por frotis vaginal y aparearlas,
verificando la gestacion por la presencia de espermatozoides el dia posterior al

apareamiento.
7.6 Evaluacion de parametros reproductivos de la generacion F1

Una vez apareadas las hembras de la generacion F1 se cuantifico el numero de
hembras fecundadas y el numero total de hembras apareadas para obtener el

indice de fecundacién con la siguiente ecuacion:

. » Numero de hembras fecundadas
Indice de fecundacion = — x100
Numero total de hembras apareadas

Ademas, se sacrificaron, por decapitacion, 5 hembras de cada tratamiento a los
dias 1, 3, 6, 7 y 18 de gestacion. Las ratas fueron anestesiadas antes del
sacrificio. De acuerdo con el dia de gestacion al que era sacrificada la hembra

preiada, se determind un parametro reproductivo particular.

Al dia 1 de gestacion, se cuantificé el numero de 6vulos presentes en ambos
oviductos para obtener la tasa de ovulacion. Tras el sacrificio, se extrajeron ambos
oviductos y se localizaron y cuantificaron los évulos con un microscopio

estereoscoépico sobre un portaobjetos con fondo negro.
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Al dia 6 y al dia 7 de gestacion, las hembras fueron inyectadas 350 yL de una
solucién al 0.5 % de azul de Evans en solucién salina fisiologica (NaCl 0.15 M)
treinta minutos antes del sacrificio, de manera que al observar el utero, los sitios
de implantacién se tefian con el colorante y eran facilmente identificables. De esta

manera se obtuvieron las tasas de implantacion.

Al dia 18 de gestacion, se cuantificd por inspeccion visual del utero el numero de
embriones y el numero de sitios de reabsorcion, que se definen como los sitios

endometriales con una masa amorfa adherida sin feto.
7.7 Procesamiento de los tejidos

Para las hembras sacrificadas a los dias 1, 3, 6 y 7 de gestacion, ademas de
evaluar los parametros mencionados, se obtuvo una muestra de aproximadamente
5 mm del utero. En las hembras sacrificadas a los dias 6 y 7 de gestacion, se
obtuvo una muestra tanto de sitios de implantacion, como de sitios de no
implantacion. Las muestras fueron fijadas con una solucion al 4 % de
paraformaldehido en PBS (NaCl 0.137 M, KCI 0.00268 M, Na,HPO, 0.01014 M,
KH,PO4 0.00176 M; pH 7.4) durante 2 horas y posteriormente se lavaron con una

solucion de PBS en la que permanecieron hasta su posterior tratamiento.

Tras obtener el tejido uterino, se procesaron las muestras en un histoquinete
Microm de manera que fueron sumergidas durante 15 minutos en disoluciones de
concentraciones crecientes de etanol (50, 60, 70, 80, 90, 96 & 100 % v/v) y
posteriormente 1 hora en dos recipientes de xilol, para finalmente ser parafinadas
durante 2 horas. Una vez que los tejidos fueron deshidratados y parafinados en el
procesador de tejidos, se incluyeron las muestras en bloques de parafina de
manera que cada bloque contenia las muestras de las 5 ratas de cada tratamiento
para cada dia de gestacion, separando sitios de implantacion y de no implantacion

en el caso de los dias 6 y 7. Asi, se obtuvieron 18 bloques en total.

Obtenidos los bloques, se procedié a cortarlos con un microtomo Leica modelo
RM2145 vy transferir los cortes de 5 um a portaobjetos previamente tratados con

poli-L lisina. Para este tratamiento, los portaobjetos fueron limpiados con una gasa
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impregnada con etanol al 96 % y sumergidos durante treinta minutos en una
solucion de poli-L lisina (50 pg de poli-L lisina/mL de tris-HCI 10 mM, pH 8.0) para

posteriormente ser secados y repetir la operacion otras dos veces.
7.8 Estudio de la expresidon de las proteinas de las uniones estrechas

Para realizar los ensayos de inmunohistoquimica de fluorescencia, se
desparafinaron las muestras de tejido a 60°C durante 20 minutos y se rehidrataron
tratandolos por 5 minutos con disoluciones consecutivas de xilol al 100%,
xilol:etanol 50:50 v/v, etanol al 100%, 96%, 90%, 80%, 70% y 50% y por ultimo
agua destilada. Posteriormente, se colocaron en una solucion de citrato de sodio
10 mM a pH 6 previamente hervida y se calentaron durante 10 minutos en horno
de microondas. Se repitid este ultimo paso una vez mas. Tras dejar enfriar, se
lavaron los tejidos por 5 minutos con PBS dos veces y se colocaron media hora en
Tritdn x-100 al 0.5% en PBS para permeabilizarlos. Nuevamente se les dieron dos
lavados de 5 minutos con PBS y se les traté por media hora con albumina al 5%
en PBS para bloquear uniones inespecificas. Transcurrida la media hora, se
agrego el anticuerpo primario de acuerdo con su preparacion: Rabbit anti-Z0-1/61-
7300 de Zymed a 0.25 mg/mL (utilizado a una dilucién 1:100), Rabbit anti-Claudin-
1/51-9000 de Invitrogen a 0.25 mg/mL (utilizado a 10 pg/mL), Rabbit anti-
Occludin/71-1500 de Invitrogen a 0.25 mg/mL (utilizado a 20 pyg/mL) en Tritdon x-
100 al 3% en PBS y se dejo incubar en refrigeracion toda la noche. Al dia
siguiente, se les dieron a los tejidos otros dos lavados de 5 minutos con PBS y se
agregd el anticuerpo secundario Rhodamine (TRITC)-conjugated AffiniPure
Donkey Anti-Rabbit 1gG/711-025-152 de Jackson Immuno Research Laboratories
Inc. a 1.5 mg/mL en una dilucion de 1:100 con PBS y se dejoé incubar durante 2
horas teniendo cuidado de no exponer los portaobjetos a la luz para preservar la
sefial del fluoréforo. Por ultimo, se realizaron otros dos lavados de 5 minutos con
PBS y se montaron las muestras agregando medio de montaje para fluorescencia
adicionado con DAPI para tefir los nucleos celulares y sellando con barniz. Para
los controles negativos, se omitié el anticuerpo primario. La fluorescencia se

examind y se capturo la imagen con un microscopio confocal (Olympus FV1000).
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7.9 Analisis de los datos

El analisis de los resultados obtenidos se llevo a cabo por medio de los programas
Prism®, Microsoft Excel®, Adobe Photoshop®y FV10-ASW1.7°.

Para el numero de crias F1 al dia del nacimiento y al dia del destete, los dias de
gestacion a los cuales nacieron, la distancia anogenital de las crias F1, el aumento
de peso de las crias F1, las tasas de ovulacion e implantacion de las ratas F1 y el
numero de embriones y sitios de reabsorcidn de las crias F1 al dia 18 de
gestacion, se realizé un analisis de varianza seguido de una prueba de Tukey con
el fin de conocer si existia diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre

tratamientos.
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8. Resultados

8.1 Caracteristicas de gestacion y crias de la generacion FO

Se monitored el nacimiento de las crias de cada rata y se registré el numero de
dias de gestacion a los cuales nacieron. De igual manera, se cuantificaron las
crias de cada camada al nacer y al dia del destete y se realizé un analisis
estadistico con el fin de conocer si existia diferencia significativa entre los grupos

para cualquiera de los dos resultados, como se puede observar en la tabla 2.

Tabla 2. Dias de gestacion y numero de crias. V.S.: contra. D.E.: desviacién estandar.

Tratamiento Dias de Diferencia | Numerode | Diferencia Numero Diferencia
gestacion | significativa crias al significativa | de crias al significativa
(Promedio (V.S nacimiento (V.S destete (V.S. Control)
+D.E.) Control) (Promedio+ Control) (Promedio
D.E) +D.E.)
Control 23+0 - 9.8+2.48 - 9+2.82 -
Dosis Baja | 23.33+0.54 No 10.8+1.67 No 9.8+1.48 No
Dosis Alta | 23.2+0.40 No 10.84+2.04 No 9+1 No

Se puede observar que casi todas las camadas nacieron al dia 23 de gestacion
(con unas pocas naciendo al dia 24) y que van desde 8 hasta 14 crias por camada
para los tres tratamientos. Se realizé un andlisis estadistico que mostré que no
existe suficiente evidencia para asegurar que hay diferencia significativa entre las
medias del numero de crias nacidas vivas ni los dias de gestacion a los cuales

nacieron de los tres grupos.

Se observo que, en aproximadamente la mitad de los casos, existidé en el dia del
destete una disminucion en el niumero de crias con respecto al numero inicial. Esta
disminucién fue desde una cria hasta cinco, con un promedio de dos crias, y se
puede deber a desnutricién, defectos prenatales, etc., sin embargo tampoco se

encontro diferencia significativa entre tratamientos en este parametro.
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8.2 DAG al dia del destete de la generacion F1

En la figura 3 se muestra la grafica correspondiente al analisis estadistico
comparativo entre los distintos tratamientos con respecto a la relacion entre la
distancia anogenital y el peso al dia del destete para los machos. Se muestra,
como barra de color negro en la parte superior de los datos de cada tratamiento, el
error de cada grupo. Para obtener esta grafica se dividié la distancia anogenital de
cada cria en mm entre la raiz cubica de su peso. Mediante un analisis de t-student
se observo que hay una diferencia significativa entre la media del grupo control y
la media del grupo de dosis baja de bisfenol-A. De igual manera, otro analisis de t-
student permitié observar que también existe diferencia significativa entre la media
del grupo control y la media del grupo de dosis alta de bisfenol-A. Estos resultados
indican un posible efecto del compuesto sobre los mecanismos que regulan, en
etapas tempranas, el desarrollo de los érganos sexuales, debido a que se observa
que la distancia anogenital de los machos, al dia postnatal 21, tiende a aumentar

con el aumento de la dosis.
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Figura 3. Analisis comparativo de la relacién D.A.G./3\/peso para machos al dia del destete.” p <

0.05 vs control.
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Se llevo a cabo el mismo analisis para las hembras, sin embargo, a pesar de que
se observa que la DAG tiende a disminuir con el aumento de la dosis, en este
caso no se encontrd suficiente evidencia para asegurar que existe una diferencia
significativa entre las medias de los tratamientos, de lo que se deduce que las
hembras podrian ser menos susceptibles a los efectos del BPA que los machos en

cuanto al desarrollo de los 6rganos reproductivos. Los resultados se muestran en

la figura 4.
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Figura 4. Analisis comparativo de la relacion D.A.G./*Vpeso para hembras al dia del destete.

8.3 Cambios en el peso corporal de la generacion F1

Se pesaron las hembras el dia del destete y se pesaron cuatro veces mas (una
vez por semana) con el fin de monitorear su incremento de peso y comparar las
curvas de los distintos tratamientos del dia postnatal 21 al 51. Se obtuvo el
promedio de los cinco pesos para cada tratamiento. En la figura 5 se muestra la
grafica del analisis estadistico comparativo entre las curvas de crecimiento de las

crias de cada tratamiento. El analisis de t-student realizado demostré que no

31



existe diferencia significativa entre las medias de los pesos de cada tratamiento en

ninguno de los dias postnatales evaluados. Se pes6 a cada cria hembra de las

camadas del grupo control, del grupo de dosis baja y del grupo de dosis alta, al dia
postnatal 21, 28, 35, 44 y 51 (Tabla 3).

Aumento de peso de F1

Dia posnatal

BPA-H
-=- BPA-L
-o- Control

Figura 4. Grafica comparativa del aumento de peso de las hembras F1.

Tabla 3. Pesos de los tres grupos a los dias post-natales 21, 28, 35, 42 y 51.

Tratamient | Peso (g) al dia | Peso (g) al dia | Peso (g) al dia | Peso (g) al dia | Peso (g) al dia

o] 21 28 35 42 51
(Promedio+D.E. | (Promedio+D.E. | (Promedio*D.E. | (Promedio*D.E. | (PromedioD.E.
) ) ) ) )

Control 39.36+5.43 65.5616.64 97.29+8.26 127.20+£10.62 141.97+£12.81

Dosis Baja | 45.96+5.58 78.7£14.22 107.62+10.72 131.57+15.48 152.52+17.33

Dosis Alta | 42.26+4.56 72.34+6.06 99.2948.06 124.98+9.38 143.4849.27

8.4 Niveles de BPA en suero de la generacion F1

Tras leer la reaccion final del kit de ELISA para deteccion de bisfenol-A con un

lector de microplacas a 450 nm, se obtuvieron las concentraciones (en ng de

BPA/mL de suero) del disruptor enddcrino en las crias macho de las hembras que
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ingirieron directamente el compuesto (Tabla 4). Esta prueba se realizé con el fin
de comprobar que las hembras cuya fertilidad iba a ser evaluada habian sido
expuestas al BPA durante su gestacion y lactancia por medio de la leche materna.
Cabe destacar que, a pesar de arrojar informacion cuantitativa, la extrapolaciéon
del estudio de los machos a las hembras supone una incertidumbre en la variacion
de los valores obtenidos para los machos con respecto a los reales de las

hembras.

Tabla 4. Cuantificacién de BPA en el suero de los machos de la generacion F1 por ELISA

STD1 STD1 SPL3 SPL3 SPL11 SPL11 SPL19 SPL19 SPL2Y SPL2T SPL35 SPL35 wellID
1.2 1.198 0.152 015 0.112 0.114 0.194 0.205 0.104 0.087 0.086 0.081 450
100.096 99.904 13.495 12.536 9.325 9.525 16.164 17.132 8.6591 7.273 7.156 £.789 BlBok
0.001 0.002 5.426 7.064 >10.000 >10.000 3.249 2.822 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 | Cene
STD2 STDZ SPL4 SPL4 SPL1Z SPL1Z SPL20 SPLZ0 SPL28 SPLZ8 SPL36 SPL36 well D

1.052 1.05 0,128 0.10% 0.106 0.101 0.155 0.161 0.085 0.064 0.07% 0.073 450
B87.743 B87.585 10.659 9.083 8.816 8445 12.953 13.453 7.065 5321 6.564 6.097 BilBoX
0.045 0.046 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 5.248 5,482 >10.000 >10.000 >10.000 240,000 | Cone
STD3 STD3 SPLS SPLS SPL13 SPL13 SPL21 SPL21 SPL29 SPL29 SPL3T SPL3T wellin
0.631 0.665 0.1 0.083 0.115 0.108 0.119 0122 0.075 0.081 0.082 0127 450
52.596 55732 8324 £.506 9.608 89.091 9534 10.209 6.247 £.764 6.758 10.601 EilBoX
0.303 0.264 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 | Cone
STD4 STD4 SPLE SPLE SPL14 SPL14 SPL22 SPL22 SPL30 SPL30 SPL38 SPL3g atell I
0.396 0.34 0112 0111 0.104 0.1 0.145 0133 0.072 0.063 0.075 0.08 450
33.046 28375 9333 8216 5.645 §.255 12.068 11.083 5.987 5.263 6.255 6.685 EilBo%
0.763 1.018 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 8.263 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 | Cone
STDS STDS SPLY SPLY SPL15 SPL15 SPL23 SPL23 SPL31 SPL31 SPL39 SPL39 WD
0.154 0111 0.138 0.138 0.085 0.081 0172 0.161 0.074 0.07% 0.075 0.082 450
12.861 925 11.535 11.51 7.058 6.781 14.313 13.453 6.164 6.622 6.264 6.848 BiBa%
6412 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 4.517 5.452 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 | Cone
BLK BLK SPLE SPLE SPL16 SPL16 SPL24 SPL24 SPL32 SPL32 SPL40 SPL40 wellID
0522 0841 0.145 0.136 0.087 0.083 0.145 0144 0.032 0.062 0.074 0.073 450
51.854 5348 12177 11.302 7.2598 7.323 12.219 12.052 6.623 5171 6.147 6.064 BilBok
0.313 0.291 7.951 >10.000 >10.000 >10.000 7.837 8.313 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 | Cone
SPL1 SPL1 SPLS SPLS SPL1T SPL1T SPL25 SPL25 SPL33 SPL33 SPL41 SPL41 welllD
0.145 0.133 0.134 0.165 0.129 0117 013 0131 0.07 0.066 0.066 0.103 450
12.403 11.118 15.313 13.795 10.758 9.8 10.843 10.885 588 5538 5471 8.5595 BilBok
7.371 >10.000 3.736 5.054 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 240,000  [Cons
SPLZ SPLZ SPL10 SPL10 SPL1& SPL1& SPL26 SPL26 SPL34 SPL34 STD3 STD4 wellin
0.145 0.139 0.168 017 0.145 0.144 0.084 0.057 0.088 0.083 0.566 0.328 450
12.077 11.585 13.879 14937 12.418 12.027 7.84 4754 7.315 £.5906 47.233 27.332 BilBoX
8.238 >10.000 4.85 4.686 7331 8.39 >10.000 >10.000 >10.000 >10.000 0.383 1.092 Cane

Se pueden observar en amarillo los datos de la curva patron con respecto a la cual
se determiné la cantidad de BPA en el suero de las crias. Las casillas blancas
corresponden a las crias del grupo control, mientras que las rosas al grupo de
dosis baja y las verdes al grupo de dosis alta. Las casillas con letras rojas
corresponden al blanco de reaccidn y las casillas con letras azules a repeticiones
en la cuantificacion de dos muestras. Se obtuvo una ecuacion para la curva patrén
tomando en cuenta la cantidad estandarizada de BPA y su absorbancia final con el
fin de conocer la concentracion de BPA en cada una de las muestras de suero.

Es posible notar que gran parte de las muestras exceden los 10.000 ng/mL de
BPA, que es el limite superior cuantificable que permite leer el kit, sin embargo fue
posible obtener la cantidad equivalente de BPA de algunas de las muestras que
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superaban este valor, introduciendo su valor de absorbancia en la ecuacion de la
curva patron. De esta manera, se obtuvieron los promedios de cada grupo con las
muestras que pudieron leerse o introducirse en la ecuacion. Para el grupo control,
se obtuvo un promedio de 7.77 ng/mL de BPA en suero, tomando en cuenta 7 de
las 10 muestras. Para el grupo de dosis baja, el promedio obtenido fue de 31.04
ng/mL, tomando en cuenta 10 de las 15 muestras. Para el grupo de dosis alta
ninguna de las muestras fue cuantificable por este método, sin embargo se
considera que los valores son superiores a los del grupo de dosis baja. Cabe
aclarar que cada muestra cuantificada es la mezcla del suero de dos machos del

mismo tratamiento y que cada una de estas se realizd por duplicado.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo esperado, ya que se hallé una mayor
cantidad de BPA en el suero de las crias de las madres tratadas con el compuesto
con respecto a las control. A su vez, se encontraron niveles mas altos del disruptor
en los machos del grupo de dosis alta con respecto a los del grupo de dosis baja.
Sin embargo, puede notarse que el ensayo cuantificd valores considerables de
BPA en el suero de las ratas control, por lo que se puede deducir que existié otra
fuente de exposicion al disruptor o que el método de cuantificacién es inadecuado,
ya que es posible que haya arrojado falsos positivos. Es recomendable cuantificar
el BPA por medio de otro método como HPLC (High performance liquid
cromatography) acoplado a espectrometria de masas para obtener valores mas

precisos.

8.5 Evaluacién de parametros reproductivos

8.5.1 indice de fecundacion

Tomando en cuenta el numero de hembras apareadas y el numero de hembras
fecundadas, se obtuvo un indice de fecundacion del 100 % para los grupos control
y dosis baja (22 ratas apareadas y fecundadas), mientras que para el grupo de
dosis alta, fue de 90.91% (22 ratas apareadas y 20 fecundadas), es decir, casi

10% menor que el de los otros dos grupos.
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8.5.2 Tasas de ovulacion

La figura 6 presenta una imagen de los 6vulos recuperados de la trompa. Se

cuantificd el numero de évulos en ambos oviductos de cada rata sacrificada el dia

1 de gestacion.

Figura 6. Ovulos recuperados de un oviducto de rata al dia 1 de gestacion.

Los resultados estadisticos para las tasas de ovulacion de los tres tratamientos se

muestran en la figura 7. No se observaron diferencias significativas en el numero

de évulos recuperados entre los tres grupos de estudio.
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Figura 7. Numero de 6vulos al dia 1 de gestacion para las ratas de cada tratamiento.

35



8.5.3 Tasas de implantacion

Se cuantificaron los sitios de implantacion en ambos cuernos uterinos a los dias 6
y 7 de gestacion con ayuda de una inyeccion intravenosa de azul de Evans
inyectada 30 minutos antes del sacrificio. En estos sitios aumenta la
vascularizacion con respecto al resto del utero, ya que es esencial para un
embarazo exitoso que el embridon reciba de manera adecuada todos los
nutrimentos que necesita para desarrollarse. De esta manera, la vascularizacion
incrementada en los sitios de implantaciéon da como resultado que éstos se tifian
con el azul de Evans inyectado. En la figura 8 se observan los uteros extraidos de
un animal control y uno tratado con dosis alta de BPA. Los sitios de implantacion
se muestran como secciones abultadas del utero tefiidas de azul, por lo que es

posible notar la diferencia en el numero de sitios para cada tratamiento.

Control Dosis Alta

Figura 8. Sitios de implantacién tefidos de rata control y rata tratada con dosis alta de BPA.

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de las
tasas de implantaciéon de los tres tratamientos. Se encontré una diferencia
estadistica significativa en el numero de sitios de implantacién del grupo de dosis
alta con respecto al control, siendo la tasa de implantacion del grupo tratado
menor. De igual forma se observa una disminucién en el numero de sitios de
implantacion del grupo de dosis baja con respecto al control, sin embargo no se
encontro diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 9. Tasas de implantacioén a los dias 6 y 7 de gestacion para los tres tratamientos. * p < 0.05
vs control

8.5.4 Numero de embriones y sitios de reabsorcion

Al dia 18 de gestacién, se inspecciond visualmente el utero recuperado de las
ratas con el fin de cuantificar los embriones y sitios de reabsorcion de cada grupo
(Figura 10).

N\

Utero con multiples embriones y sin Utero con pocos embriones y
sitios de reabsorcion sitios de reabsorcion visibles

Figura 10. Comparacion de uteros con distinto nimero de embriones vy sitios de reabsorcién.
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Se pueden observar los resultados obtenidos en las figuras 11 y 12. No se
encontraron diferencias estadisticas significativas en el numero de embriones ni

en el numero de sitios de reabsorcion entre los tres grupos.
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Figura 11. Niumero de embriones al dia 18 de gestacion para cada tratamiento.
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Figura 12. Numero de sitios de reabsorcion al dia 18 de gestacién para cada tratamiento.
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8.6 Expresion de proteinas de uniones estrechas

8.6.1 Claudina-1

En las figuras 13 y 14 se muestran imagenes representativas de las pruebas
inmunohistoquimicas realizadas a los uteros recuperados a los dias 1, 3,6y 7 de
gestacion con el fin de observar la intensidad de sefal y el patrén de distribucién
de la proteina Claudina-1 en los tres grupos. En los dias 6 y 7 se observaron tanto

los sitios de implantacion como los de no implantacion.

En el dia 1 de gestacidn, se observo la inmunotincién de la proteina Claudina-1 a
lo largo de la membrana plasmatica lateral en los uteros de las ratas de los tres
tratamientos. En el grupo tratado con la dosis baja (Fig. 13B), se observdé un
patrén de distribucion similar al del control (Fig. 13A), con un ligero aumento en la
tincion, sin embargo en el grupo tratado con la dosis alta (Fig. 13C), ademas de
observar una tincion aun mas intensa que la de la dosis baja, se observaron
cambios en el patron de expresion, ya que ademas de la expresién apical y lateral

de la proteina, ésta se presento en la region basal de las células epiteliales.

Control BPA-L BPA-H

Day 1

Day 3

Figura 13. Expresion de Claudina-1 en utero de rata a los dias 1 y 3 de gestacion. BPA-L: grupo
tratado con dosis baja. BPA-H: grupo tratado con dosis alta. Barra de escala: 20 ym.
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Con respecto al dia 3 de gestacion de los animales control (Fig. 13D), la proteina
se encontrd tanto en la zona apical y lateral de la membrana plasmatica, como en
el citoplasma, mientras que para las ratas tratadas con la dosis baja (Fig. 13E), la
Claudina-1 solamente se observd en la zona lateral de la membrana y en el
citoplasma, ya que la sefal apical disminuyoé considerablemente. De manera
contrastante, el grupo tratado con dosis alta (Fig. 13F) presentd una
sobreexpresion de la proteina en las zonas apical y lateral de la membrana
plasmatica, mientras que su sefal citoplasmatica coincidioé en intensidad con la del

grupo control.

Al dia 6 de gestacion se observo en las ratas control que la senal de la Claudina-1
habia disminuido en la zona apical en los sitios de implantacion (Fig. 14A) y que
su expresion era mas notable en la mitad inferior de la membrana plasmatica
lateral. De igual manera se observo expresion citoplasmatica ligeramente menos
intensa que la observada al dia 3. Las ratas tratadas con la dosis baja (Fig. 14B)
mostraron un patrén de distribucion similar a las control, con una tincion menor vy,
nuevamente de forma contrastante, las ratas tratadas con la dosis alta (Fig. 14C)
mostraron una sobreexpresion de la proteina con una distribucion similar a la de

las ratas control.

En los sitios de no implantacion del dia 6, el patron de distribucion de la Claudina-
1 del grupo control (Fig. 14D) y del grupo de dosis alta fue similar al encontrado en
los sitios de implantacion con una tincion mas intensa en el citoplasma y la mitad
inferior de la membrana plasmatica lateral y muy poca sefal en la zona apical. Las
ratas tratadas con la dosis baja (Fig. 14E) mostraron un patréon de distribucion

similar al de las ratas control con una tincion ligeramente mas intensa.

En cuanto al dia 7 de gestacion, en los sitios de implantacion la seial proteinica
citoplasmatica disminuyd con respecto al dia 6, sin embargo se mostré con una
intensidad similar a lo largo de la membrana plasmatica lateral y la zona apical. Se
observo una disminucion en la intensidad de la sefial en la zona lateral de la

membrana plasmatica en el grupo tratado con dosis baja (Fig. 14H), mientras que
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para el grupo de dosis alta (Fig. 141) se observé una sefal mas intensa tanto en el
citoplasma como en la membrana plasmatica lateral.

Control BPA-L BPA-H

Day6 IS

24
z
0
>
®
Q

Day 7 IS

Day 7 NIS

Figura 14. Expresion de Claudina-1 en utero de rata a los dias 6 y 7 de gestacion de los tres
grupos. BPA-L: grupo tratado con dosis baja. BPA-H: grupo tratado con dosis alta. IS: sitios de
implantacion. NIS: sitios de no implantacion. Barra de escala: 20 ym.
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También en el dia 7, el patron de distribucién de la Claudina-1 en los sitios de no
implantacion fue similar al de los sitios de implantacion pero mostré una sefal mas

intensa, la cual fue aun mayor en el grupo tratado con la dosis alta (Fig. 14L).
8.6.2 ZO-1

En las figuras 15 y 16 se observan imagenes representativas de las pruebas
inmunohistoquimicas realizadas con el fin de observar el patrén de expresién de
Z0O-1 en los uteros recuperados a los dias 1, 3, 6 y 7 de gestacion de los tres

grupos.

Control BPA-L BPA-H

Day 1

Day 3

Figura 15. Expresion de ZO-1 en utero de rata a los dias 1 y 3 de gestacion de los tres grupos.
BPA-L: grupo tratado con dosis baja. BPA-H: grupo tratado con dosis alta. Barra de escala: 20 ym.

En los animales control, ZO-1 se mostré6 en la zona apical de la membrana
plasmatica lateral en el dia 1 de gestacién (Fig. 15A). El grupo tratado con dosis
baja (Fig. 15B) mostrd un patrén de distribucion similar con una menor intensidad
de senal, mientras que el grupo tratado con la dosis alta (Fig. 15C) mostré una
intensidad de sefal intermedia entre los otros dos tratamientos, con un patrén de

distribucién similar y puntual.
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Control BPA-L BPA-H

Day 6 IS

Day 6 NIS

Day 7 IS

Day 7 NIS

Figura 16. Expresion de ZO-1 en utero de rata a los dias 6 y 7 de gestacion de los tres grupos.
BPA-L: grupo tratado con dosis baja. BPA-H: grupo tratado con dosis alta. IS: sitios de
implantacion. NIS: sitios de no implantacion. Barra de escala: 20 um.

Para el dia 3, ademas de la sefal apical, la proteina se mostré a lo largo de la
membrana plasmatica en los animales control (Fig. 15D). Para el grupo de dosis
baja (Fig. 15E), la sefal fue practicamente inobservable, mientras que en el grupo

de dosis alta (Fig. 15F), la senal fue mas intensa en la zona apical que lateral.
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En los sitios de implantacion observados en el dia 6 de gestacion de los animales
control (Fig. 16A), ZO-1 se expreso en la zona apical de la membrana plasmatica
lateral, asi como en el tercio superior de la misma y de manera difusa en el
citoplasma. El grupo tratado con dosis baja (Fig. 16B) presenté una distribucién
similar pero de mayor intensidad en la sefal proteinica. En el grupo tratado con la
dosis alta (Fig. 16C), se observd, ademas de un patrén de expresion similar al de

los otros tratamientos, una sefial nuclear ligera.

Para este mismo dia de gestacion, se observd la senal de ZO-1 en las zonas
apical y lateral de la membrana plasmatica en los sitios de no implantacion, con
una intensidad mayor que en los de implantacién. Se observé el mismo patrén de
distribucion en las ratas tratadas con ambas dosis de bisfenol-A con una
intensidad de sefial menor que la presentada en el grupo control (Fig. 16D). Cabe
destacar que en este dia de gestacion, se observa también una ligera sefal

proteinica en el estroma, ademas del epitelio, de las ratas control.

Al dia 7 de gestacion se observo en los sitios de implantacion que la tincidn de
Z0-1 casi habia desaparecido, mostrando una sefal puntual en el grupo control
(Fig. 16G) y en el tratado con dosis baja (Fig. 16H), y una expresion apical en la

membrana plasmatica lateral en el grupo de dosis alta (Fig. 16l).

En los sitios de no implantacidon de este mismo dia de gestacion, se observo que
Z0-1 se hallaba en las zona apical y lateral de la membrana plasmatica en los tres
tratamientos, sin embargo, la intensidad de la sefal fue mayor en el grupo tratado
con una dosis baja de BPA (Fig. 16K) comparado con el tratado con una dosis alta

(Fig. 16L), que a su vez fue mayor que el del grupo control (Fig. 16J).
8.6.3 Ocludina

Asi como para Claudina-1 y ZO-1, se realizaron pruebas inmunohistoquimicas en
los uteros recuperados a los dias 1, 3, 6 y 7 de gestaciéon con el fin de observar la
intensidad de sefal y el patron de distribucion de la proteina ocludina. Imagenes
representativas de estas pruebas se pueden observar en la figura 17. Debido a

que no se observo una senal de la ocludina en los dias 1 y 3 de gestacion, la
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figura 17 exhibe uUnicamente muestras representativas de los sitios de

implantacion y de no implantacion de los uteros a los dias 6 y 7 de gestacion para
los tres tratamientos.

Control BPA-L BPA-H

Day 6 IS

Day 6 NIS

Day7 IS

Day 7 NIS

Figura 17. Expresion de Ocludina en utero de rata a los dias 6 y 7 de gestacion de los tres grupos.
BPA-L: grupo tratado con dosis baja. BPA-H: grupo tratado con dosis alta. IS: sitios de
implantacion. NIS: sitios de no implantacion. Barra de escala: 20 um.
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En los sitios de implantacion del dia 6, es posible observar que mientras en el
grupo control casi no hubo sefial de ocludina (Fig. 17A), en el grupo de dosis baja
se presentd una leve e inespecifica tincién tanto en el citoplasma de las células
epiteliales como en el de las del estroma (Fig. 17B). En cuanto al grupo de dosis
alta, la intensidad de sefial fue menor que en la de dosis baja, sin embargo se
mostro localizada basicamente en el nucleo y en la zona apical de las células
epiteliales (Fig. 17C).

Para el mismo dia de gestacién, se estudiaron también los sitios de no
implantacion, encontrando una similitud en la intensidad de sefal entre el grupo
control (Fig. 17D) y el de dosis baja (Fig. 17E), sin embargo, en el grupo control se
observo una mayor intensidad en la tincidon en la zona apical, mientras que en el
grupo de dosis baja la sefial fue difusa y poco localizada. En el grupo de dosis
alta, la intensidad de la sefal se mostré significativamente menor y localizado en

el nucleo de la célula (Fig. 17F).

La mayor diferencia en cuanto a intensidad de senal se encontré en los sitios de
implantacion del dia 7 de gestacion, ya que en el grupo de dosis baja casi no se
observo sefial (Fig. 17H), mientras que la intensidad de sefial en el grupo control
(Fig. 17G) fue similar a la del grupo de dosis alta (Fig. 171), siendo esta ultima
ligeramente mayor. En cuanto a la distribucion de la proteina, en el grupo control
no se observd una clara localizacion de la ocludina, sin embargo la leve sefial del
grupo de dosis baja mostré un patron puntual apical en el epitelio luminal, mientras

que el grupo de dosis alta exhibié una sefal proteinica nuclear.

También al dia 7 de gestacién, pero en los sitios de no implantacion, se
observaron diferencias en cuanto a la intensidad y localizacion de la senal de la
ocludina en el utero. Mientras que en el grupo control se observé una sefal
citoplasmatica localizada principalmente en el nucleo y apical en el epitelio luminal
(Fig. 17J), tanto en el grupo de dosis baja (Fig. 17K) como en el de dosis alta (Fig.
17L) se observo una sefial citoplasmatica difusa, siendo la intensidad de sefal
ligeramente mayor en el grupo de dosis alta que en los otros dos grupos que

mostraron una intensidad de sefal similar.
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Los resultados obtenidos con los ensayos inmunohistoquimicos se resumen en la

tabla 5.

Tabla 5. Patron de distribucion e intensidad de expresion de Claudina-1, ZO-1 y ocludina en Utero de rata en
gestacién temprana. BPA-L: grupo tratado con dosis baja de BPA. BPA-H: grupo tratado con dosis alta de
BPA. S.1.: sitios de implantacién. S.N.: sitios de no implantacién. T: aumento. {: disminucion.

Proteina

Control

BPA-L (V.S. Control)

BPA-H (V.S. Control)

Claudina-1
Dia1l Membranal apical y lateral Patrén similar, ligero T M tincion membranal
de tincién & citoplasmatica basal

Dia 3 Citoplasmatica y membranal | de sefial apical M de seial

tanto apical como lateral membranal apical y
lateral

Dia 6 S.I. Membranal lateral intensay  Patrdn similar, {, tincién  Patrén similar, ™1
citoplasmatica débil tincién

Dia 6 S.N. Patrén similar a Dia 6 S.1. Patrén similar, I tincion ~ Patrdn similar

Dia 7 S.I. Patrén similar a Dia 6 S.1., Patron similar, 4, tincion Patrén similar, ™1
J tincion citoplasmatica membranal lateral tincion

Dia 7 S.N. Patrén similar a Dia 7 S.I., Patrén similar Patrén similar, ™
ligero M tincidn tincion

Dia 1 Membranal apical Patrén similar, { tincion  Patrdn similar puntual
Dia 3 Membranal apical y lateral L tincidn Patrén similar, T
tincién apical
Dia 6 S.I. Citoplasmatica difusa y Patrén similar, I tincion ~ Patrdn similar & ligera
membranal tanto apical tincién nuclear
como lateral
Dia 6 S.N. Membranal apical y lateral, Patrén similar, { tincidon Patrén similar, {
/M tincion con respecto a S.l. tincién
Ligera tincién estromal
Dia 7 S.I. L tincion puntual Patrén similar Patrén similar & tincion
apical
Dia 7 S.N. Membranal apical y lateral Patrén similar, ™ Patrén similar, T
tinciéon tincién

Dia6S.1. I 4 tincién Ligera tincion difusa Ligera tincién nucleary
citoplasmatica y estromal membranal apical

Dia 6 S.N. Membranal apical Tincion difusa Nuclear & | tincidn

Dia 7 S.1. J tincién apical L tincidn Nuclear & 1 tincidn

Dia 7 S.N. Nuclear y membranal apical  Citoplasmatica difusa Citoplasmatica difusa &

N tincidn
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9. Discusion

En el presente estudio se evalud el efecto de dos dosis de BPA sobre distintos
parametros reproductivos y los mecanismos moleculares (proteinas de uniones
estrechas) que podrian estar involucrados en el control de la implantacion en ratas
que recibieron el compuesto a partir del dia 6 de gestacién (in utero) y durante la

lactancia a través de su madre (hasta el dia postnatal 21).

Tomando en cuenta a las madres (generacion FO) que fueron tratadas durante la
gestacion y lactancia, no se observaron diferencias en el numero de crias, ni en la
duracion de la gestacion entre los tres grupos (Tabla 2). Este resultado es similar
al encontrado por Cabaton et al. (2011) en el que se expuso a ratones a dosis de
0.25 ng, 250 ng y 25 ug de BPA/kg de peso corporal/ dia, del dia 8 de gestacion al
dia 16 de lactancia, ya que tampoco hallaron diferencias en estos dos parametros.
El estudio realizado por Xiao et al. (2011) menciona haber observado una
gestacion mas larga al tratar de forma subcutanea con una dosis de 40 mg/kg de
peso corporal/ dia, del dia 0.5 al 3.5 de gestacion, lo que sugiere efectos distintos
con dosis y vias de administracidon distintas. Asi mismo, en el estudio de Xiao et
al., el BPA se administré6 antes de que se llevara a cabo la implantacion, a
diferencia del presente estudio en el que se le empez6 a administrar el BPA a la
generacion FO a partir del dia 6 de gestacion, que es cuando se lleva a cabo la

implantacion.

Se determiné la distancia anogenital de las crias de la generacién F1 al dia del
destete, hallando que ésta aument6 con el BPA con un efecto dosis/respuesta en
los machos, mientras que en las hembras no se encontré diferencia significativa.
Este resultado es inconsistente con el hallado por Kobayashi et al. (2002) en el
gue no se encontro diferencia en la distancia anogenital de hembras ni de machos
al tratar a las madres con 4 y 40 mg de BPA/kg de peso corporal al dia del dia 6
de gestacion al postnatal 20. Otro estudio de Christiansen et al. (2014) reporta
haber encontrado una disminucion en la distancia anogenital tanto de machos
como de hembras con dosis de 0.25, 5 y 50 mg de BPA/kg de peso corporal al dia

del dia 7 de gestaciéon al postnatal 22, ademas de que en las hembras también
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observo esta disminucién con una dosis de 0.25 mg de BPA/kg de peso corporal.
Boudalia et al. publicaron en el afio 2013 haber observado una disminucion de la
distancia anogenital en machos de la generacion F1 al tratar a las madres con 5
Mg orales de BPA/kg de peso corporal al dia del dia 1 de gestacion al dia postnatal
21 y luego a la generacion F1 con la misma dosis del dia del destete al dia
postnatal 100. Kendig et al. (2012) observaron un aumento de la distancia
anogenital al dia postnatal 21 en ratones macho de la generacion F1 al tratar tanto
a la FO como a la F1 con una dieta a 0.03 ppm de BPA. Los distintos resultados
obtenidos sugieren diferentes efectos con distintas dosis, tiempos y vias de
exposicion al BPA. Los resultados del presente proyecto, apoyan los observados
anteriormente que indican que el bisfenol-A, dependiendo de la via de
administracién y de la dosis, tiene efectos en la diferenciacion sexual de los

individuos afectando principalmente la distancia ano-genital de los machos.

Al evaluar el peso de las crias de las madres tratadas, no se encontraron
diferencias significativas entre los tres grupos en el peso al dia del destete ni su
aumento en 5 semanas, dato congruente con el estudio ya mencionado de

Cabaton et al. (2011), asi como el realizado por Xiao et al. en ese mismo afo.

De forma congruente, se encontraron niveles mas altos de BPA en el suero de las
crias de las ratas tratadas con la dosis alta que las que fueron tratadas con la
dosis baja, y a su vez los niveles séricos de BPA del grupo de dosis baja fueron
mayores que los niveles del grupo control. Los resultados obtenidos concuerdan
con los estudios de Tsutsumi et al. (2005) y Ye et al. (2006) que mencionan que el
BPA se transmite a través de la leche materna, ya que las ratas cuyo suero fue
evaluado jamas estuvieron directamente expuestas al BPA, sino que fueron sus
madres quienes lo ingirieron durante la gestacion y lactancia. Relacionando este
resultado con nuestra especie, cabe recordar que los estudios de lkezuki et al.
(2002), Padmanabhan et al. (2008), Schonfelder et al. (2002) y Vandenberg et al.
(2007) sustentan que el ser humano esta expuesto al BPA desde las primeras
etapas de gestacién, ya que se han detectado altos niveles de BPA en la sangre

del corddon umbilical, en plasma materno y fetal, en fluido amnidtico y en tejido
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placentario, lo que indica que el BPA no se une a la alfafetoproteina que secuestra
a los estrégenos y puede cruzar la placenta. Asi mismo, existen estudios que han

detectado BPA libre en leche materna humana (Zimmers et al., 2014).

Con respecto a los parametros reproductivos evaluados, el primero que se hizo
evidente fue el indice de fecundacion ya que, a pesar de que las hembras
mostraron una conducta sexual receptiva, no todas las del grupo de dosis alta
resultaron prefiadas. Mientras que el indice de fecundacion del grupo de dosis
baja no se vio afectado, el del grupo de dosis alta disminuy6 casi en un 10 % con
respecto al grupo control. El estudio de Cabaton et al. (2011) ya mencionado
también sugiere un menor indice de fecundacion de los animales tratados con
BPA, a pesar de ser dosis mucho menores que las trabajadas en el presente
proyecto. Un estudio de Varayoud et al. (2011) en el que se les administré de
forma subcutanea 0.05 mg y 20 mg de BPA/kg de peso corporal al dia a ratas en
los dias postnatales 1, 3, 5 y 7, concuerda con lo anteriormente mencionado, ya
que aunque todas las ratas mostraron receptividad sexual, el 10 % de las ratas de

la dosis baja 'y 23 % de las de dosis alta no se prefaron.

En cuanto a las tasas de ovulacion, no se encontré diferencia significativa entre los
tres grupos, resultado consistente con diversos estudios. Como ejemplo de los
estudios mencionados, se encuentra el de Berger et al. (2010) en el que no se
hallaron diferencias en el numero de cuerpos luteos en animales tratados con 100,
200 y 300 mg de BPA/kg de peso corporal al dia del dia 1 al 4 de gestacion.
Ademas, el estudio ya mencionado de Varayoud et al. (2011) también reporta no
haber encontrado diferencias en las tasas de ovulacién de las ratas tratadas. El
grupo de Fernandez et al. (2010) publicé haber realizado un estudio en el que se
administré de forma subcutanea el BPA del dia postnatal 1 al 10 en dosis de 2.5 a
6.2 mg/kg de peso corporal al dia (BPA50) y 25 a 62.5 mg/kg de peso corporal al
dia (BPA500), hallando que los animales del grupo BPAS500 eran infértiles, ya que
no presentaron ovulos la mafana del estro, mientras que los del grupo BPA50

presentaban una fertilidad reducida sin cambios en las tasas de ovulacion. Estos
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resultados sugieren que los efectos del BPA son posteriores o no afectan la

ovulacion.

Uno de los resultados mas representativos del presente proyecto fue la
disminucién en la tasa de implantacion del grupo de dosis alta con respecto al
control, ya que es un indicio claro de una fertilidad reducida. Diversos estudios
concuerdan con lo observado en el presente proyecto; el ya mencionado estudio
de Berger et al. (2010), el también ya mencionado estudio de Xiao et al. (2011),
otro estudio de Berger et al. (2007) en el que se administré6 de manera subcutanea
el BPA del dia 1 a 4 de gestacion con dosis de 3.375 y 10.125 mg de BPA/dia y el
nuevamente mencionado estudio de Varayoud et al. (2011) denotan una reduccién

en la tasa de implantacion de los animales tratados con BPA.

Al dia 18 de gestacion, se evaludé el numero de embriones y de sitios de
reabsorcion de los tres grupos, sin encontrar diferencia significativa en ninguno de
los dos parametros. Tanto Cabaton et al. (2011), como Xiao et al. (2011), Berger
et al. (2007) y Fernandez et al. (2010) reportan haber encontrado un menor
numero de crias para los animales tratados con BPA. De igual manera, el estudio
de Varayoud et al. (2011) menciona haber observado un aumento en el nimero de
sitios de reabsorcion en los animales tratados. Los resultados obtenidos en el
presente experimento son incongruentes tanto como con los hallados por la mayor
parte de los estudios de la bibliografia, como con la disminuciéon de la tasa de
implantacion encontrado en el presente proyecto y en varios de los estudios
mencionados. Esta incongruencia puede ser resultado de la variacién natural en el
numero de crias que puede tener una rata de la cepa Wistar, ya que se encuentra
en un intervalo de 8 a 14 crias por camada. Debido a que la “N” de
experimentacion es reducida, es posible que no permita distinguir entre la
variaciéon normal en el numero de crias y el posible efecto del disruptor enddcrino.
Cabe destacar que debido a los dias de gestacion evaluados con el fin de
observar las proteinas de las uniones estrechas, el niumero de ratas consideradas
para determinar las tasas de implantacion fue del doble que las consideradas para

evaluar el numero de embriones y sitios de reabsorcion.
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Es importante mencionar que la mayor parte de los estudios de la literatura
evaluan la fertilidad de la generacién FO o la F2, mientras que en el presente
proyecto se evalua a la F1, sin embargo se toman unicamente como parametro

comparativo.

Debido a la inexistencia de estudios previos que evaluen el efecto del BPA sobre
las proteinas de las uniones estrechas que podrian estar relacionadas con el
proceso de implantacion, los articulos con los cuales se comparan los resultados
obtenidos en el presente proyecto mencionan unicamente los patrones de
distribucién proteinica observados en condiciones normales de gestacion y/o los

cambios que sufren al alterar los niveles hormonales del animal.

Un estudio de Orchard et al. (2002) en el que se observaron por
inmunohistoquimica las tres proteinas de las uniones estrechas estudiadas en el
presente proyecto también en los dias 1, 3, 6 y 7 de gestacién en el utero de rata,
reporta haber observado la sefial proteinica de la Claudina-1 en el dia 1 de
gestacion a lo largo de toda la membrana plasmatica lateral, con mayor intensidad
en la zona apical y con una sefial difusa en el citoplasma. A excepcion de la sefial
citoplasmatica, los resultados de este estudio concuerdan con lo hallado en el
presente proyecto en cuanto a la sefal apical y lateral de la Claudina-1 al dia 1 de
gestacion en el grupo control. Otro estudio realizado por Nicholson et al. (2010)
también menciona haber observado la sefal proteinica citoplasmatica de la
Claudina-1 al dia 1 de gestacion en rata, por lo que hay una diferencia notable con
los resultados hallados en el presente proyecto. Esta diferencia puede deberse al
procesamiento de los tejidos, ya que en ambos estudios de referencia, los tejidos
fueron conservados por congelacion, mientras que en el presente estudio fueron
deshidratados y parafinados, lo que podria afectar la sensibilidad de deteccion de
las proteinas. Al dia 3 de gestacion, los resultados de este experimento muestran
en las ratas control a la Claudina-1 tanto en las zonas apical y lateral de la
membrana plasmatica como en el citoplasma de las células epiteliales uterinas,
resultado similar al del estudio ya mencionado de Orchard et al. (2002). Este

mismo estudio reporta haber observado un aumento considerable de la sefal
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apical de la Claudina-1 en los dias 6 y 7 de gestacion, siendo aun mayor en el
sexto dia, mientras que el estudio de Nicholson et al. (2010) reporta haber
observado nuevamente una sefial citoplasmatica. Los resultados del presente
estudio muestran una tendencia contraria a la publicada por Orchard et al., ya que
en el sexto dia la sefal apical disminuyd, sin embargo también se observo la sefal
citoplasmatica mencionada por Nicholson et al. (2010) que disminuyd

considerablemente al dia 7.

Al comparar el patron de distribucion y la intensidad de la senal proteinica de los
tres grupos estudiados, puede notarse que en el dia 1 de gestacion, el patrén de
distribucion de la Claudina-1 no presentd una variacidon notable entre los
tratamientos. Sin embargo, la sefal proteinica se observd mas intensa en los
grupos tratados con BPA que en el control, lo que resulta en una unién con mas
fibras proteinicas y por lo tanto menos permeable. Esta caracteristica puede
generar complicaciones debido a que debe existir un intercambio continuo entre
fluidos luminales y estromales antes del proceso de implantacion. Este mismo
fendmeno se observo en el dia 3, ya que nuevamente se hallé una sobreexpresién
de la proteina en las ratas tratadas con la dosis alta, mientras que el grupo de
dosis baja no mostré una sefal apical como los otros dos grupos, lo que resulta en
un transporte transcelular menos impedido, que afecta la constitucion del fluido
uterino. La sobreexpresiéon de Claudina-1 en el grupo de dosis alta se observd
nuevamente en los sitios de implantacién del dia 6 de gestacion, mientras que el
grupo de dosis baja presentd una sefial menos intensa que el control tanto en la
zona lateral como apical de la membrana plasmatica. Esta ultima descripcion
implica que la unién estrecha era mas permeable de lo normal en el sitio de
implantacion. Tanto el aumento como la disminucion de la Claudina-1 en la unién
estrecha podrian afectar la implantacion del blastocisto, ya que en etapas
tempranas del embarazo es deseable un intercambio mas facilitado de fluidos
entre el lumen y el estroma, sin embargo en el momento de la implantacion, es
deseable un epitelio menos permeable (Murphy et al., 1981, 1982 & 1993). En los
sitios de no implantacion del dia 6, los grupos control y dosis alta mostraron un

patron similar en el que la Claudina-1 se mostr6 principalmente en la zona lateral
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de la membrana con una sefial citoplasmatica difusa, sin embargo el grupo de
dosis baja presenté una sobreexpresion proteinica en particular en la zona lateral
de la membrana vy, debido a que es una zona del epitelio en la que no hay un
blastocisto implantado, la dificultad de transporte que genera podria no ser
deseable. En los sitios de implantacion del dia 7, la sefal proteinica disminuyo en
el citoplasma de las ratas control, mientras que, al igual que en los sitios de
implantacion del dia 6, el grupo de dosis alta presentd una sobreexpresion
proteinica y el grupo de dosis baja una sefal mas deébil que la del grupo control.
Estos cambios en la concentracion de la Claudina-1 podrian afectar la penetracion
del blastocisto a través del epitelio luminal hasta el estroma materno, ya que este
proceso se lleva a cabo durante este dia de gestacion. De manera contrastante,
en los sitios de no implantacion del séptimo dia, se invirtieron los efectos de
ambas dosis con respecto al dia 6, ya que el grupo de dosis baja mostré un patron
de distribucién y una intensidad de sefal similares a los del grupo control, mientras

que el grupo de dosis alta nuevamente presentd una sobreexpresion.

Comparando los resultados de ZO-1 del presente estudio con los hallados por
otros investigadores, puede mencionarse que las ratas control mostraron una
sefal proteinica en la zona apical de la membrana plasmatica en los 4 dias
evaluados, dato congruente con el reportado por Orchard et al. (2002) que
menciona que en los dias 1, 3 6 y 7 de gestacion, ZO-1 exhibe una sefal apical. El
mencionado estudio también reporta haber observado una sefal difusa de ZO-1
en el citoplasma basal en el dia 1 de gestacion, sin embargo en el presente
estudio unicamente se observd una sefal citoplasmatica en el sexto dia de
gestacion, por lo que nuevamente pueden atribuirsele las diferencias al
procesamiento del tejido. Cabe destacar que en el dia 7 de gestacion, la sefal
proteinica de ZO-1 fue muy débil, sin embargo su ligera y puntual sefal se
encontré en la zona apical como lo describen Orchard et al. (2002). De igual
manera, la sefal proteinica en los uteros de las ratas control de ZO-1 no se
observé mas que en el epitelio en los dias 1 y 3 de gestacion, es decir, antes del
proceso de implantacién, sin embargo en los dias 6 y 7, es decir, en el momento

de y después de la implantacion, la sefal se encontrd, ademas de en el epitelio
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luminal, en el estroma. Este ultimo resultado es similar al obtenido por Paria et al.
(1999), que mencionan haber observado que ZO-1 estuvo presente en las células
epiteliales uterinas de raton en los dias de gestacion previos a la implantacion y
que en el dia de la implantacion y los dias posteriores, se observo ademas en el

estroma, en la zona decidual primaria.

Discutiendo las diferencias entre tratamientos en cuanto al patrén de distribucién y
la intensidad de la sefal proteinica, en el dia 1, los tres grupos presentaron una
sefal apical de ZO-1. Sin embargo, la intensidad de sefal disminuyé con los
tratamientos, siendo mas notable en el grupo de dosis baja. Esta disminucion
implica una menor cantidad de ZO-1 en el epitelio, lo que a su vez resulta en
uniones estrechas menos estables. Ademas, la sefial del grupo de dosis alta fue
puntual, lo que significa que ZO-1 no esta localizada a lo largo de todo el epitelio
sino exclusivamente en las zonas de las uniones estrechas y por lo tanto su unién
con el citoesqueleto de actina puede ser menor comparada con las ratas del grupo
control. Esta ultima afirmacion resultaria, nuevamente, en una unién estrecha
menos estable. En el dia 3, nuevamente se observd una disminucion notable en la
intensidad de sefal del grupo de dosis baja, sugiriendo de igual manera lo
anteriormente mencionado. De forma contrastante, el grupo de dosis alta presento
una mayor sefal apical que lateral, sin embargo su patron de expresion fue
ligeramente distinto al del grupo control, en el que se observd una intensidad de
sefnal equilibrada entre la zona apical y la zona lateral de la membrana plasmatica.
En los sitios de implantacion del dia 6, las ratas control mostraron una sefal tanto
apical como citoplasmatica difusa, mientras que el grupo de dosis baja presentd
un patron similar de mayor intensidad y el grupo de dosis alta un patron similar de
intensidad similar con una tincidon nuclear adicional. Es congruente la sefal
citoplasmatica en este dia de gestacién debido a que, al ser deseable una union
estrecha mas estable e impermeable en el momento de la implantacion, es
necesario anclar mas fibras proteinicas intercelulares con el citoesqueleto de
actina, por lo que es necesaria también una mayor cantidad de ZO-1 en el lado
citoplasmatico de la membrana plasmatica. A pesar de que su patrén de
distribucién fue similar al del grupo control, el grupo de dosis baja presenté una
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ligera sobreexpresion proteinica, lo que podria resultar desfavorable ya que se
requiere una disminucién en la permeabilidad pero no un epitelio completamente
impermeable. En los sitios de no implantacién del dia 6 de gestacion, se encontrd
una disminucion en la expresion de ZO-1 en los grupos de ratas tratadas con BPA
con respecto al grupo control, lo que nuevamente puede interferir con la
permeabilidad paracelular. En los sitios de implantacion del dia 7, la senal
proteinica fue muy débil en los tres grupos, sin embargo, la sefial del grupo control
y del grupo de dosis baja fue puntual, mientras que la del grupo de dosis alta fue
apical. Al considerar que después de realizarse la implantacién, el blastocisto debe
penetrar el epitelio hacia el estroma, es posible deducir que es necesaria una
reduccion en la estabilidad de las uniones estrechas del sitio de implantacién, lo
que seria congruente con la disminucion en la sefial proteinica mencionada. De
igual manera, cabe destacar que la comparacion entre los tres grupos permite
observar que el grupo de dosis alta podria representar una desaparicion tardia de
la proteina con respecto a los otros dos grupos. En los sitios de no implantacion,
sin embargo, no se observo la disminucion de ZO-1 observada en los sitios de
implantacion, sino que la seial proteinica se mostrd tanto en la zona apical como
en la lateral de la membrana plasmatica de los tres grupos, presentando una senal
mas intensa en los grupos de ratas tratadas con BPA. La localizacién de la
proteina es congruente con lo anteriormente mencionado, sin embargo un exceso
de proteina debido al disruptor podria dificultar fendbmenos de transporte

necesarios después de la implantacion.

Al tomar en cuenta la literatura, el estudio de Orchard et al. (2002) coincide con los
resultados del presente proyecto al reportar la ausencia de sefal proteinica de la
ocludina a los dias 1 y 3 de gestacion y su aparicion al dia 6. Este estudio
menciona que en los dias 6 y 7 de gestacién, la localizacién de la ocludina se
observo en la zona apical del epitelio. El experimento también ya mencionado de
Nicholson et al. (2010) menciona haber observado que aument6 la sefial de
ocludina en las uniones estrechas del epitelio luminal tanto en ratas gestantes en
el momento de la implantacion, como en ratas ovarectomizadas tratadas con

progesterona. Este estudio sugiere que la expresion de la ocludina esta regulada
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por la cantidad de progesterona, ya que no se observaron los mismos efectos en
ratas ovarectomizadas tratadas unicamente con estrogenos. Sugieren también
que es probable que exista un pool citoplasmatico de ocludina que migra en el
momento de la implantacion hacia las uniones estrechas. En contraste, en el
presente estudio se observd, ademas de la sefal apical, una sefal proteinica
citoplasmatica de ocludina en los sitios de no implantacién de los dias 6 y 7 de
gestacion, por lo que nuevamente se le puede atribuir la diferencia al

procesamiento del tejido.

Con respecto a las diferencias en los patrones de distribucion e intensidad de
sefal proteinica entre los tres grupos, se puede notar que en los sitios de
implantacion del dia 6, la sefal de ocludina fue muy débil en las ratas control,
mientras que en el grupo de dosis baja fue citoplasmatica y difusa tanto en el
epitelio como en el estroma. El grupo de dosis alta mostr6 una sefial menos
intensa que la del grupo de dosis baja, tanto apical como nuclear. De acuerdo con
la literatura (Nicholson et al., 2010), en el momento de la implantacion, la ocludina
se observa en las zonas de las uniones estrechas y ya no presenta sefal
citoplasmatica, por lo que las sehales de ambos grupos tratados podrian sugerir
que la proteina no migré del citoplasma a la membrana plasmatica como era
esperado y por lo tanto las ratas presentaron uniones estrechas mas permeables
que, como se ha mencionado, no son deseables en el momento de la
implantacion. De igual manera, en los sitios de no implantacién se observé el
patron mencionado en las ratas control, ya que la sefial proteinica que presentaron
fue intensa y apical, como era esperado, mientras que la del grupo de dosis baja,
aunque de intensidad similar, fue difusa y poco localizada, sugiriendo nuevamente
una migracion tardia de la proteina. En cuanto al grupo de dosis alta, la senal
proteinica observada fue nuclear y muy débil, lo que podria indicar una ausencia
total de la migracion proteinica en este punto de la gestacion. En los sitios de
implantacion del dia 7, la senal proteinica del grupo de dosis baja fue muy débil y
puntual en la zona apical, mientras que la del grupo de dosis alta nuevamente fue
nuclear unicamente. Ambas observaciones apoyan la teoria anteriormente

mencionada al observar el dia 6 de gestacion. Asi como las observaciones de los
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sitios de implantacion del dia 7, las de los sitios de no implantaciéon son
consistentes con la discusidn, ya que mientras que las ratas control mostraron una
sefal tanto nuclear como apical, las ratas de los grupos tratados unicamente
mostraron una sefal citoplasmatica difusa que a su vez fue mas intensa en el

grupo de dosis alta.

De manera consistente con el presente proyecto, la mayor parte de los estudios
realizados con BPA han evidenciado que sus efectos, como los de diversos
disruptores enddcrinos, no son dosis/respuesta (Berger et al., 2010; Cabaton et
al., 2011; Bosquiazzo et al., 2010), lo que implica que si se observa un efecto a

cierta dosis, no necesariamente se amplificara con una dosis mayor.

Al abordar las posibles causas de los efectos observados en el presente estudio
del disruptor enddcrino bisfenol-A sobre la salud reproductiva de las ratas, se
encuentra una amplia gama de posibles mecanismos de accién. Ademas, se ha
observado una enorme variacion en dichos efectos, por lo que es preciso
mencionar que distintas dosis, la exposicion al compuesto en diferentes etapas de
la vida, la evaluacion de la fertilidad en distintas generaciones, el tiempo de
exposicidon al compuesto, las distintas vias de administracion, el distinto
tratamiento de los tejidos evaluados, las diferentes especies de animales
estudiadas y los diferentes tejidos en los cuales se han estudiado los efectos del
BPA son sélo algunos de los factores que tienen influencia sobre los resultados

observados.

El articulo de Berger et al. (2010) concluye, de acuerdo con lo observado, que la
disminucién en las tasas de implantacion como efecto del BPA puede deberse a
los cambios en la morfologia del utero y/o a niveles alterados de hormonas
esteroides, ya que modifican la proliferacion celular y afectan el transporte del
blastocisto del oviducto hacia el utero. El estudio de Hiyama et al. (2011)
menciona que es posible que el BPA provoque la metilacion o desmetilacion del
DNA vy con ello la disrupcién del sistema enddcrino, ya que la metilacion regula la
expresion de genes relacionados con el desarrollo y el crecimiento. A manera de

ejemplo, se ha encontrado que la exposicion postnatal a dosis ambientalmente
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relevantes de BPA causa una alteracion de la expresion del gen HOXA10 en el
utero (Varayoud et al., 2008), y ya que se sabe que este gen esta involucrado en
la preparacién del utero para la implantacion, la alteracion de su expresién podria
resultar en una menor tasa de implantacion. De igual forma se ha reportado que
una exposicion in Gtero a BPA genera desmetilacion del gen HOX que esta
involucrado en el desarrollo del oviducto, utero, cérvix y vagina superior, o que
sugeriria un mecanismo epigenético. Ademas, es sabido que el estradiol y la
progesterona regulan la expresion de este gen, por o que ademas del mecanismo
epigenético mencionado, nuevamente se incluye la alteraciéon de niveles séricos

de hormonas esteroides como posible causa de los efectos del BPA.

Como ya se ha mencionado, el BPA tiene capacidad estrogénica, es decir, tiene
afinidad por los receptores de estrogenos, sin embargo hay estudios que
demuestran que cantidades de BPA demasiado bajas como para activar los
receptores de estrogenos también tienen efectos celulares (Sekizawa et al., 2008).
Se ha sugerido que ademas de unirse a los receptores nucleares, el BPA también
se une a los receptores membranales de estrégenos e incluso interacciona con

receptores a estrogenos distintos a los clasicos.

De igual forma, se cree que la alteracién de la receptividad del utero puede ser a
nivel de hipotalamo por un incremento en la expresion de los receptores a
progesterona (Berger et al., 2007). De hecho, debido a la amplia gama de efectos,
algunos investigadores piensan que es posible que el disruptor enddcrino afecte el

eje hipotalamo-pituitaria-génadas (Varayoud et al., 2011).

Otra posible causa de la disminucién en las tasas de implantacién es mencionada
por Bosquiazzo et al. (2010), que concluyen que la exposicidon neonatal a BPA
altera la proliferacién de las células de los vasos sanguineos como respuesta a
hormonas ovaricas en la etapa adulta y, ya que la generacion de nueva
vascularizacién estromal es esencial para la implantacion y el desarrollo del
embrion, disminuyen estas tasas. Es sabido que el proceso de vascularizacion

depende en parte de los estrégenos y la progesterona, por lo que sugieren que las

59



alteraciones pueden estar a nivel de receptores nucleares, niveles hormonales

séricos o0 a nivel de expresion de genes hormono-dependientes.

Ya se ha mencionado que no existen investigaciones previas que evaluen el
efecto del BPA sobre las proteinas de las uniones estrechas, sin embargo si
existen estudios que muestran que las uniones estrechas estan bajo la influencia
de hormonas ovaricas (Murphy et al., 1982). Se ha demostrado que altos niveles
de estrogenos, como los que hay en el dia 1 de gestacién, resultan en una unién
estrecha de fibras paralelas con pocas interconexiones, sin embargo en el
momento de la implantacion, con un aumento en los niveles de progesterona, la
unién estrecha del epitelio luminal uterino aumenta su profundidad y sus
interconexiones proteinicas (Murphy et al., 1981 & 1982) lo que, a su vez, resulta
en una union menos permeable. Estas aseveraciones permiten deducir que una
alteracion en los niveles séricos de hormonas esteroides debidas a un disruptor
enddécrino estrogénico podrian ser una causa de una decremento de la fertilidad
del organismo, sin embargo aun se desconoce el mecanismo preciso por el cual

actua el bisfenol-A.
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10.Conclusiones

Hay una gran cantidad de estudios que sefialan que el BPA tiene efectos en
el sistema reproductivo, tanto de machos como de hembras. Asi mismo, se
ha demostrado que este efecto es mayor si los individuos estan expuestos
a los disruptores enddcrinos durante el desarrollo del sistema reproductivo,
por lo que en el presente trabajo se les administr6 a las ratas madres
durante la gestacion y la lactancia el BPA (a diferentes dosis) para evaluar

el efecto sobre las crias.

Con respecto al dia de gestacién en el que nacieron las crias, el numero de
crias nacidas vivas, el numero de crias al dia del destete, el peso al dia del
destete y el incremento de peso a lo largo de un mes después del destete,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
camadas de las madres control y las tratadas con el compuesto, sin
embargo, uno de los primeros parametros que se pueden estudiar para ver
el efecto de disruptores enddcrinos sobre el sistema reproductivo es la
distancia anogenital de las crias y esta distancia fue, en los machos con
tratamiento de BPA (para ambas dosis), significativamente mayor que las
del grupo control. En las hembras se observdé una ligera tendencia a
disminuir la distancia anogenital con el aumento de la dosis, sin embargo no

fue estadisticamente significativa.

De igual manera, se comprob6é que el BPA consumido por la madre es
transferido a las crias durante la gestacion y lactancia, ya que se
encontraron niveles significativamente mas altos del compuesto en las ratas
tratadas con respecto a las control. Se observé también una congruencia en
la cantidad del compuesto hallado en el suero de las crias con respecto a la

dosis administrada a la madre.

61



En cuanto a los parametros reproductivos evaluados, se observé un menor
indice de fecundacion para las crias de las ratas tratadas con una dosis alta
(20 mg/kg de peso corporal al dia) con respecto a las control, sin embargo
las crias de las ratas tratadas con una dosis baja (0.05 mg/kg de peso

corporal al dia) no mostraron este comportamiento.

Tampoco se observd diferencia estadistica significativa en cuanto a las
tasas de ovulacion, numero de embriones al dia 18 de gestacién o numero
de sitios de reabsorcion al dia 18 de gestacion para las ratas de los tres
tratamientos, sin embargo, si se encontré6 una diferencia estadistica
significativa en cuanto al numero de sitios de implantacion (cuantificados a
los dias 6 y 7 de gestacion) en las ratas control y las ratas tratadas con la
dosis alta de BPA, siendo el numero de sitios de implantacion de estas
ultimas, menor. Este resultado, ademas de ser congruente con estudios
similares previamente realizados, significa una alteracion en un parametro
reproductivo importante que sugiere una disminucién en la fertilidad de las
ratas debido al disruptor endécrino evaluado. La inconsistencia entre los
otros parametros reproductivos evaluados en los que no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa y las tasas de implantaciéon, puede
deberse al numero de ratas utilizadas para evaluar cada parametro, ya que
las tasas de implantacion, al ser cuantificadas en dos dias de gestacién en
lugar de uno, tienen una “N” del doble que las de los otros parametros. De
igual manera, existe una variacion normal amplia con respecto a las crias
que puede tener una rata wistar, ya que pueden ir desde 8 hasta 14, en los
casos mas extremos, por lo que una N pequefa dificimente muestra
diferencia estadistica significativa aunque ésta existiera en un experimento

de una N mucho mayor.

A nivel molecular, es decir, observando la expresion de tres proteinas de

las uniones estrechas con una posible funcion en el proceso de
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implantacion e incluso en la nutricion del embrion, se pudieron observar

diversas diferencias entre las ratas control y las tratadas.

e Estos cambios inducidos por el BPA alteran la composicion y permeabilidad
de las uniones estrechas, lo cual contribuye al cambio en el transporte
paracelular y en la remodelacién y funcién de la membrana apical de las
células epiteliales, con lo que puede explicarse la disminucion en las tasas

de implantacién observadas.

e Cabe mencionar que los efectos de los disruptores enddcrinos no siempre
son “dosis-respuesta’, ya que sus mecanismos de accién son diversos y
complicados. Asi, no es incongruente que el compuesto muestre efectos

distintos con dosis distintas y sobre proteinas distintas.

En resumen, se observaron cambios significativos en los animales expuestos al
disruptor enddcrino bisfenol-A durante la gestacion y lactancia con respecto a los
animales control. Estos cambios involucran el desarrollo sexual (distancia
anogenital al dia postnatal 21), el numero de sitios de implantacion a los dias 6y 7
de gestacién después de ser fecundadas y los patrones de distribucion e
intensidad de expresion de proteinas de las uniones estrechas relacionadas con la

implantacion.

Finalmente, es de suma importancia llevar a cabo estudios que permitan
comprender mejor los mecanismos de accion a nivel molecular y los efectos del
BPA sobre el organismo, ya que el ser humano estd expuesto constante e
inadvertidamente a este disruptor enddcrino y podria tener consecuencias dafinas

sobre su salud reproductiva.
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