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1. Resumen

El Bisfenol-A (BPA) es un producto quimico de alto volumen de produccion utilizado
en una variedad de productos de consumo comun. Mas notablemente, esta
presente en plasticos de policarbonato, en los revestimientos de resina epoxi de
latas de aluminio, y en recipientes térmicos, entre otros productos. Se ha
demostrado, tanto en experimentos in vivo como in vitro, que el BPA actua como
disruptor endocrino (que interrumpe las acciones normales de hormonas

enddgenas), y que estamos expuestos diariamente a este compuesto.

En el presente trabajo se estudio el efecto de la administracion de BPA en la
expresion de proteinas de adhesion focal, talina y paxilina, en ratas de la generacién
F1, las cuales recibieron el compuesto durante el periodo de la gestacion y la
lactancia a través de su madre (FO).

Las ratas Wistar embarazadas (F0) recibieron: BPA-L (0.05 mg/kg/dia), BPA-H (20
mg/kg/dia) o vehiculo, desde el dia de gestacion (DG) hasta el dia 21 de lactancia.
Las hembras F1 fueron apareadas a los 3 meses de edad y sacrificadas en los DG
1, 3,6y 7. Se evalud la expresion de proteinas de adhesién focal, talina y paxilina,
en el utero de las hembras F1. Se observaron diferencias en cuanto a la expresion
y localizaciéon de las proteinas de adhesion focal, talina y paxilina, en el epitelio
uterino de los grupos de ratas tratadas con BPA comparandolos con el grupo
control. Estos cambios observados en los grupos tratados con BPA, nos indican que
el tratamiento perinatal con BPA induce cambios en la expresion y localizacion de
las proteinas paxilina y talina en las células epiteliales uterinas (CEU), durante los
primeros dias de la gestacién que podrian afectar el proceso de implantacion del

blastocisto.



2. Introduccidn

El BPA 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 [1]. El BPA es un disruptor endocrino, y los disruptores
enddcrinos son sustancias quimicas, naturales o artificiales, exogenas al
organismo, que tienen la capacidad de alterar la homeostasis de los sistemas
enddécrino y reproductivo mimetizando la accién de hormonas naturales, como el
estradiol, en tejidos hormono dependientes y hormono sensibles y que por tanto son

responsables de diversas anormalidades reproductivas [2,3].

Se ha reportado que el BPA tiene la capacidad de migrar desde el polimero hacia
el alimento [4,5], lo que significa que las personas que consumen alimentos
contenidos en empaques cuyo material contiene BPA, también ingieren el
compuesto [6,7]; ademas, hay estudios que mencionan que el BPA se transmite a
través de la leche materna, por lo que los bebés también estdn expuestos a este
compuesto sin tener que consumir directamente el alimento empacado [8,9]. Asi
mismo, otras investigaciones demuestran que 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 [10].

Debido al aumento de la produccién de alimentos empacados, se ha incrementado
la exposicidén en la vida cotidiana del ser humano al BPA, por lo que 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 proteinas
de adhesién focal del epitelio uterino de ratas hembras Wistar las cuales recibieron
el compuesto durante el periodo de la gestacion y la lactancia a través de su madre.



3. Antecedentes

3.1. Disruptores Endocrinos

Los compuestos de disrupcion endocrina (por sus siglas en inglés, EDC), son
sustancias quimicas, naturales o artificiales, exégenas al organismo que tienen la
capacidad de alterar la sintesis, secrecion, transporte, metabolismo, actividad de
union o eliminacion de hormonas naturales que estan presentes en el organismo y
son responsables de la homeostasis del sistema endocrino, el reproductivo, y
procesos de desarrollo, tanto del ser humano como el de los animales [2,3]. Los
EDC interrumpen las acciones normales de hormonas enddgenas. Muchos
contaminantes ambientales, incluyendo los policlorobifenilos (PCB), las dioxinas, los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), ftalatos, el BPA, los plaguicidas, los
alquilfenoles y los metales pesados (arsénico, cadmio, plomo, mercurio), han

demostrado que alteran significativamente el equilibrio endocrino [1].

En las ultimas décadas, se ha aumentado la inquietud respecto a la disrupcién del
sistema endocrino en los organismos vivos por los productos quimicos organicos
sintéticos, ya que se cuenta con conocimiento de que en el medio ambiente existen

numerosos compuestos EDC que ejercen actividad hormonal [1].

Se ha propuesto que la actividad de disrupcion endocrina de muchos de los
compuestos, incluyendo el BPA, se debe a una interferencia agonista y/o
antagonista con las vias esteroideas implicadas en el desarrollo y la funcién del
sistema reproductor masculino y femenino [11]. Estas interferencias pueden ocurrir
a través de vias mudltiples, incluyendo la unién a los receptores de esteroides y
proteinas de unidén a esteroides o modulando enzimas esteroidogénicas en el
cuerpo. La unién de los EDC, como BPA, a receptores hormonales representa una
posible forma de interferir en las interacciones naturales ligando-proteina y conducir
asi a una alteracién perjudicial en el funcionamiento normal de los érganos blanco
para los esteroides [12]. En general, los EDCs modulan la funcién hormonal en el
cuerpo y, en particular, afectan el equilibrio de hormonas esteroideas [1].

Las funciones fisiolégicas del utero de los mamiferos se rigen por las acciones

concertadas de las hormonas esteroides 17(3-estradiol (Ez2) y progesterona (Pa4).
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Estas hormonas actian a través de sus receptores afines para controlar la
proliferacion y diferenciacion de las células uterinas endometriales y hacer que el
utero sea competente para el establecimiento de un embarazo temprano.
Especificamente, el E2 postovulatorio, promueve el crecimiento del revestimiento
uterino estimulando la proliferacion de células epiteliales uterinas (CEU). En
respuesta al aumento del nivel de P4 que secreta el cuerpo luteo recién formado, el
epitelio deja de proliferar y activa vias de diferenciacion para facilitar la insercién y

la invasién del embriéon (Fig. 1) [13,14].

O Blastocisto

No receptivo Receptivo O

e dEARARARASAARRARRRARRANAAAAA

Células = Decidualizacién

estromales

Blastocisto Adhesién Penetracién Embrién rodeado
flotante " del = delembrién ~—* por células
libre blastocisto deciduales

Perfiles hormonales

Dias de embarazo

Fig. 1 Eventos criticos para el establecimiento de embarazo temprano en raton.
Tomado y modificado de Bhurke et al.[14].

Posteriormente, las células estromales subyacentes proliferan y se diferencian a
células deciduales, que mantiene un ambiente propicio para el crecimiento y
desarrollo del embrién durante la gestacién. Por lo tanto, la morfogénesis decidual
adecuada es un requisito previo para el éxito de la implantacién y el establecimiento
del embarazo [13,14].

El receptor de progesterona (PR), a través de la activacién por la progesterona,
tiene un comportamiento central en diversos eventos reproductivos asociados con
el establecimiento y mantenimiento del embarazo, la funcién ovarica, el desarrollo

alveolar en la mama y el comportamiento sexual [15].



3.2.Bisfenol A (BPA)
ElI BPA es uno de los contaminantes emergentes mas detectados en el entorno [16].

Fue sintetizado a principios del siglo 20 a partir de dos moléculas de fenol (bisfenol)
unidos por una molécula de acetona. Por lo tanto, su estructura se constituye de
dos anillos de fenilo conectados por un carbono, con dos grupos funcionales metilo
unidos al puente (Fig. 2) [4,16]. El bajo valor del Kow (coeficiente de reparto octanol-
agua) indica que el BPA es fuertemente hidrofobo y tiene un bajo potencial de

bioacumulacién [1,16].

El peso molecular de BPA es 228 g/mol con relativamente baja solubilidad en agua
(120 a 300 mg/L) en comparacion con fenol cuya solubilidad es de 8,20 x 104 mg/L
a 25 °C. Sin embargo, su solubilidad tiende a aumentar cuando se disuelve en
disolventes polares organicos o soluciones acuosas con condiciones alcalinas. Este
fenémeno es debido a sus constantes de disociacién (pKa) que estan en el rango
de 9.6 a 10.2 [16].

HO OF

Fig. 2. “2,2’-bis(4-hidroxifenil) propano” comunmente nombrado Bisfenol A (BPA)

El BPA fue disefiado originalmente con la finalidad de ser un estrégeno sintético,
debido a su accion sobre el Utero de roedores. De hecho, el dietilestilbestrol, un
analogo estructural, se encontré que era mucho mas potente. Tiempo después, el
BPA ha sido ampliamente utilizado por sus propiedades de entrecruzamiento, ya
que como unica molécula de hidrocarburo, el BPA se une con otra molécula para
formar polimeros en todo proceso de fabricacién [16]; utilizdndose en la fabricacion
de plasticos de policarbonato y resinas epoxicas, asi como en la produccién de

resinas de fenol, poliacrilatos y poliésteres [4].

Las resinas epdxicas son utilizadas como recubrimiento interno protector de latas
gue contengan alimentos; piezas de automoviles, adhesivos y como revestimientos

para tuberias de PVC. Los plasticos de policarbonato se utilizan en la fabricacién de
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discos compactos, lentes, electrodomésticos, envases de alimentos y botellas de
plastico, ya que tienen alta resistencia al impacto, dureza, tenacidad, transparencia,
resistencia a temperaturas entre -40 °C a +145 °C y resistencia a muchos &cidos y
aceites [1,17].

Se ha observado en contenedores de plastico o en contenedores con
recubrimientos de plastico que el BPA migra del contenedor hacia los alimentos y
bebidas contenidas debido a la polimerizacion incompleta y la degradacién de los
polimeros por la exposicidn a altas temperaturas, tales como el uso de microondas,
0 exposicién a soluciones acidos o alcalinas. Asi mismo, puede ser liberado a partir
de dispositivos médicos o de productos hechos con estos materiales (plasticos de
policarbonato y resinas epoxicas, resinas de fenol, poliacrilatos y poliésteres) [4,5].
Dicha capacidad de migracién aumenta con la exposicidén a altas temperaturas o
con el uso constante del producto [18-20]. De hecho, la principal via de contacto
humana con el BPA son los alimentos [21] y es el principal compuesto estrogénico
que se fuga a las fuentes de agua y alimento [22]. Se ha comprobado la migracién
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 observo que al evaluar la migracion del BPA en agua, vinagre y aceite de oliva,
por 10 dias a 40°C éste es mayor en aceite de oliva. Sin embargo en todos los casos
los valores han sido menores a los establecidos como migracién limite de BPA en

la Union Europea [21].

3.2.1.1. Consumo de Bisfenol A (BPA)
Debido a las ventajas reales en términos de resistencia al calor y elasticidad, el uso

de BPA ha aumentado progresivamente en todo el mundo, con una produccion
anual, superior a 10 millones de toneladas en el 2013. Se ha convertido en
omnipresente en muchos productos domésticos, tales como bolsas de plastico,
botellas, latas recubiertas, selladores dentales a base de resina y agentes de unién,
pinturas, CD-ROM, etc. [4].
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El consumo mundial de BPA se ha visto estimulado por un crecimiento estable de
la demanda de los mercados emergentes, con China, India, México y Rusia se
espera presenciar un crecimiento de consumo por encima de las perspectivas de
crecimiento promedio. Acoplado a esta tendencia, hay una demanda creciente por
el compuesto en sus dos areas de aplicacion principales, es decir, resinas epoxicas
y policarbonatos. La prospectiva para la demanda futura de BPA es susceptible de
ser reforzada por la creciente utilizacion de este producto quimico en los
compuestos de las aspas del rotor que tienen aplicacién en las turbinas edlicas. La
energia edlica ha ido obteniendo una gran atencién mundial como una opcién
ecolégica en la produccion energética, y requiere el uso de aspas del rotor de la
turbina fuertes y resistentes a los vientos, que son reforzadas mediante resinas

epodxicas [16].

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 Proteccion 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.

La exposicioén a concentraciones nanomolares ambientales de BPA es frecuente y
continua, principalmente a través de la ingestion, inhalacién y contacto con la piel.
En los seres humanos, el BPA no conjugado activo libre es metabolizado en el
higado por la enzima 5 -difosfo-glucuronosiltransferasa a BPA glucurdnido o por la
enzima sulfotransferase 1A1 a BPA sulfato (y eliminado a través de depuracién renal
[4,28,24]. Estudios sugieren que los altos niveles de BPA en orina podrian estar
correlacionados con el consumo de alimentos enlatados [25-28].

Esté presente en la orina de 90% de los casos en una poblacién de referencia de
Estados Unidos de América (0.2 a 1.6 ng/mL), asi como en sangre, leche materna
(0.6-3.41 ug/L) y liquido amniético [4,23]. En otros paises como Holanda (1.1 pg/L),
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Alemania (2.7 pg/L), China (2.84 ug/L), Japén (0.6 pg/L) y Bélgica (2.22 ug/L), se
ha reportado en orina una amplia exposicién de la poblacion al BPA [29-33].

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 [8,9]. De igual manera, los bebés en unidades neonatales de
cuidados intensivos pueden tener una mayor exposicion al BPA debido al uso de
aditamentos meédicos [34].

En México, se han realizado varios estudios en los que se ha detectado la presencia
de BPA tanto en nifios y adolescentes de ambos sexos (0.8 pg/L), asi como en orina

de mujeres embarazadas (rango < 0.4 pg/L a 6.7 ug/L) [35,36].

El ser humano estd expuesto a BPA desde las primeras etapas de gestacion, ya
gue se han detectado altos niveles de BPA en el fluido folicular ovarico (2.4 pg/L),
la sangre de corddn umbilical (2.2 ug/L), en plasma materno (2.97 ug/L) y fetal
(rango 0.2-9.2 ug/L), en fluido amniético (0.26-8.3 ug/L) y en tejido placentario (11.2
ug/L), lo que indica que el BPA no se une a la alfafetoproteina que secuestra a los
estrdgenos y puede cruzar la placenta [37-40].

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 [10], la exposicién durante
la gestacion y lactancia es de particular interés.

3.2.1.2. Efecto de la exposicién al Bisfenol A (BPA) en fertilidad

La infertilidad femenina se define generalmente como la incapacidad para quedar

embarazada naturalmente y entregar un recién nacido vivo y sano. El porcentaje de
mujeres infértiles en las Gltimas décadas se ha incrementado alcanzando el 30% en
todo el mundo. La infertilidad en las mujeres puede ser el resultado de varios
factores, incluyendo problemas fisicos, problemas endocrinos, habitos de estilo de
vida y factores ambientales. Los factores ambientales, como la exposicion a
sustancias quimicas con propiedades de alteracion endocrina, pueden imitar o
bloquear la actividad endocrina de las hormonas enddgenas y, por lo tanto, afectar
negativamente a la reproduccion [41].
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El BPA es un disruptor endocrino con actividad estrogénica, la cual es
aproximadamente 1x10% veces menor que la del E2[42].

En estudios se ha observado que las dosis bajas de BPA pueden producir efectos
adversos si se administran durante el desarrollo del organismo. Estos efectos
incluyen la apertura vaginal temprana, alteraciones en el ciclo estral y en los niveles
circulantes de hormona luteinizante, cambios a largo plazo en la vagina, el utero, la
glandula mamaria y de los ovarios [43]. Otros estudios han sugerido efectos
endocrinos perjudiciales adversos de dosis bajas de BPA en los adultos, como la
disminucién en la cantidad y la calidad de la produccién de esperma, la disminucién
de la fertilidad en los hombres, los abortos involuntarios recurrentes, alteraciones
persistentes en el desarrollo de la glandula mamaria peripuberal y el sindrome de
ovario poliquistico. Asi mismo, se han descrito efectos sobre el feto, tales como una
mayor incidencia de hipospadias y criptorquidia, la estimulacién del desarrollo de
las glandulas mamarias, hiperplasia endometrial y cariotipos anormales [1]. En el
sistema reproductor femenino, el BPA afecta a las glandulas mamarias, los ovarios,

el oviducto, el Utero, y la placenta [5].

En los ultimos afnos, varios grupos de investigacion han examinado los efectos del
BPA sobre la fertilidad global. Se realizaron estudios epidemiolégicos donde se
examinaron si los niveles de BPA son mas altos en mujeres infértiles en
comparacién con mujeres fértiles, como lo es el estudio realizado por Caserta et al.
[44] donde analizaron los niveles séricos de EDC como el BPA, entre otros y la
expresion de los receptores nucleares (NRs) con el fin de tener una indicacién de la
dosis interna de compuestos biol6égicamente activos y una medicion de los
indicadores de sus efectos, como resultado de la captacion repetida de la fuente
ambiental. El porcentaje de pacientes con concentraciones detectables de BPA fue
significativamente mayor en los pacientes infértiles en comparacién con los sujetos

fértiles (72.9% en comparacién con 23.1%, p<0.01).

En otro estudio realizado por La Rocca et al. [45], los niveles en sangre y suero de
varios disruptores endocrinos (ED) como el BPA, entre otros, fueron evaluados

simultaneamente con los niveles de expresion génica de los receptores nucleares
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(NRs) en células mononucleares de sangre, en mujeres estériles y fértiles
voluntarias de areas metropolitanas, urbanas y rurales italianas. Las mujeres
infértiles del area metropolitana mostraron niveles significativamente més altos de

BPA en comparacion con las mujeres fértiles (14.9 frente a 0.5 ng/mL de suero).

Las conclusiones de estos estudios, Caserta et al. [44] y La Rocca et al. [45], indican
que las mujeres infértiles tienen mayores niveles de BPA en suero en comparacion

con las mujeres fértiles.

No todos los estudios epidemiolégicos encontraron una asociacion entre la
exposicidon al BPA y los resultados de fertilidad; como lo son el estudio realizado por
Buck Louis et al. [46] donde evaluaron las concentraciones urinarias de BPA y ftalato
y la fecundidad de parejas segun el tiempo de embarazo (por sus siglas en inglés,
TTP), el trabajo realizado por Vélez et al. [47] en el cual evaluaron el efecto potencial
del BPA, del triclosan (TCS) y de los ftalatos sobre la fecundidad de las mujeres,
medida por el TTP; y el trabajo de Jukic et al. [48] donde investigaron el BPA y
ciertos ftalatos en relacion con las longitudes de las fases folicular y lutea, el tiempo
hasta el embarazo y la pérdida precoz del embarazo (dentro de las 6 semanas del
ultimo periodo menstrual) entre las mujeres que intentaban embarazarse. Entre
estos estudios se informaron asociaciones nulas entre las concentraciones totales
de BPA en la orina y la fecundidad deteriorada o el tiempo de embarazo en mujeres

generalmente sanas.

Los estudios que utilizan modelos animales proporcionan mas informacién sobre los
efectos de la exposicidén al BPA en la fertilidad femenina. En ratones, Berger et al.
[49] informaron que la exposicion a bajas dosis de BPA de los animales gestantes
durante el periodo de preimplantacién redujo significativamente el numero de
camadas y el tamafo de la camada comparado con los controles. Cabaton et al.
[50] realizaron un estudio de crianza forzada y encontraron que las hembras
expuestas a BPA de dosis baja tenian menos embarazos y un menor nimero total

acumulado de crias en comparacion con los controles.

Ademas, la exposicion in vitro a dosis bajas de BPA después de la implantacion

afect6 la fertilidad de las hembras en las generaciones posteriores, como se
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describe en los trabajos de Wang et al. [51] y de Ziv-Gal et al. [52], donde también
se informd de una disminucién de la fertilidad en un estudio que examino los efectos
de la exposicién in vitro a dosis bajas de BPA en tres generaciones posteriores de

ratones.

La investigacion de Wang et al. [51] en la cual expuso ratones FVB al BPA (0.5, 20,
o 50 pg/kg/dia) desde el dia de gestacion (DG) 11 hasta el nacimiento, causé
efectos significativos en la generacion F1, desde pubertad precoz, alteraciones del
ciclo estral e incremento del peso corporal. Asi mismo, en el grupo tratado con 0.5
Mg/kg/dia se observd una disminucidn en la fertilidad de la generacion F1 cuando
envejecian en comparacion con el grupo control. Especificamente, las hembras F1
que estaban expuestas durante la gestacién a BPA habian reducido la fertilidad,
reducido el tamano de la camada y reducido la capacidad de mantener el embarazo

a término (es decir, indice gestacional reducido) en comparacién con los controles.

En el estudio reportado por Ziv-Gal et al. [52] se expuso a la generacion FO a
diferentes dosis de BPA (0.5, 20 y 50 pg/kg/dia) del DG 11 hasta el nacimiento. Las
hembras F1 fueron usadas para engendrar a la generacién F2, y las hembras F2
fueron usadas para engendrar a la generacidn F3. Los resultados mostraron que la
exposicidn a BPA redujo el indice gestacional en las generaciones F1 y F2 en
comparacién con el control. Ademas, las hembras F3 mostraron una reduccién de
la fertilidad y disminucion de la capacidad de quedar embarazadas en comparacion
con los controles, lo que indica un posible efecto transgeneracional del BPA en la

reproduccién femenina.

Por el contrario, varios estudios experimentales, informaron que la exposicion a BPA
no afecta los resultados de fertilidad, mencionandose algunos de estos estudios que
la exposicidén gestacional a dosis bajas de BPA no alterd el numero de camada o el
tamano de la camada en ratones y ratas [53-59].

En resumen, varios estudios indican que los niveles de BPA pueden ser mas altos
entre las mujeres infértiles que las mujeres fértiles y que la exposicién al BPA puede
reducir la fertilidad en modelos animales. Sin embargo, se necesitan mas estudios

para vincular hallazgos de estudios epidemioldgicos y estudios experimentales.
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Siendo asi, la importancia del presente proyecto radica en la creciente exposicién
de la especie humana durante la gestacion y lactancia al disruptor endécrino
bisfenol-A y en los efectos negativos que podria tener este compuesto sobre la
salud.

3.2.1.3. Efecto de la exposiciéon al Bisfenol A (BPA) en implantacién

La exposicion a BPA durante la implantacién y la placentacion decrementa el
namero de fetos y crias, y el numero de crias sobrevivientes después del destete.
Estas observaciones sugieren que la exposicion al BPA en (tero altera el
desempefio reproductivo y la formacién de érganos reproductivos [43].

La evidencia cientifica de un posible vinculo entre la exposicién al BPA y los
impedimentos en la implantacion se basa en un estudio epidemioldgico realizado
por el equipo de trabajo de Ehrlich et al. [23], en el cual mostré como resultado que
los niveles mas altos de BPA total urinario, se asociaron con un aumento del fracaso
de implantacién definido por un nivel de gonadotropina coridnica beta humana (-
hCG) en suero <6 UI/L realizado 17 dias después de la recuperacion del 6vulo en

mujeres sometidas a tratamientos de fertilizacion in vitro.

Asi mismo la relacién entre el BPA y la alteracion de la implantacion se basa en

estudios experimentales en animales, tales como:

El trabajo realizado en ratones CF-1 por Berger et al. [49] donde se report6é que la
exposicion de animales gestantes durante el periodo de pre-implantacién (DG 1-4)
a dosis bajas de BPA (3.375 o 10.125 mg BPA/animal/dia), redujo de forma
significativa el nimero y el tamafo de las camadas comparado con los animales

control.

En el trabajo realizado por Pan et al. [60], se utilizaron ratones hembra, a las cuales
se les administré oralmente dosis 200, 400, 600 y 800 mg/kg/dia de BPA, desde el
dia 0.5 hasta el dia 3.5 de su embarazo, demostré que una alta concentracion de
BPA retrasé la transferencia de embriones al Utero, dané el desarrollo del blastocisto
antes de la implantacién e inhibié la implantacién del embrién.
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El estudio realizado por Berger et al. [61], donde llevo a cabo dos experimentos; en
el primero, en ratones hembra inseminados recibieron via subcutanea dosis
variadas de BPA (0, 0.0005, 0.0045, 0.05, 0.125, 1.125, 3.375, 6.75 y 10.125
mg/animal/dia) en los dias 1-4 de la gestacion; en el experimento 2, las hembras
inseminadas recibieron una dosis unica de BPA (0, 6.75 o0 10.125 mg/animal/dia) en
los dias 0, 1 o 2 de gestacion. Los resultados obtenidos confirman que la
interrupcion del embarazo se debe a las acciones de BPA en los sitios de
implantacion, y muestran que las dosis mas altas pueden influir en los niveles

sistémicos de progesterona.

El estudio realizado por Berger et al. [62] donde utilizaron ratones a los cuales se
les fue administrado dosis de BPA de 0, 3.375, 6.75, y 10.125 mg/animal/dia en los
dias 1 a 4 de gestacion, mostré6 que la exposicibn a BPA durante la gestacién
temprana actia en el Utero para interrumpir la implantacién intrauterina, en

consonancia con un efecto estrogénico.

El estudio realizado por Li et al. [63], utilizé ratones hembra administrados con dosis
de BPA 0, 60, o 600 pg/kg/dia revel6 que la exposicion crénica al BPA, perjudica la
via del receptor de progesterona (PGR) y afecta adversamente la implantacién y el

establecimiento del embarazo.

La investigacion de Varayoud et al. [64], donde utilizaron ratas recién nacidas que
recibieron 0.05 y 20 mg/kg/dia en los dias posnatales 1, 3, 5y 7, se observd una
disminucion significativa en el nimero de sitios de implantacion en las hembras

expuestas a la dosis de 20 mg/kg/dia al llegar a etapa adulta.

En el estudio de Xiao et al. [5], ratones hembra embarazadas fueron tratadas por
via subcutanea con dosis: 0, 0.025, 0.5, 10, 40 y 100 mg /kg /dia de BPA en el
intervalo de los dias de gestacion 0.5 al 3.5, se reporté que el tratamiento con BPA
durante la preimplantacién disminuyé la receptividad del endometrio a los

embriones en la fase de implantacion.

Todos estos estudios experimentales [5,49,60—-64] que examinan los efectos de la
exposicidbn a BPA en etapas tempranas de la gestacién informan un numero
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reducido o una ablacién completa de sitios de implantacién en ratones y ratas en
comparacién con controles. Estos estudios incluyen dosis bajas y altas de BPA.

Aunque la mayoria de los estudios indican que el BPA altera la implantacidn, existen
dos estudios experimentales que no reportan el efecto de las dosis bajas (0, 3,4y
5 mgq) [65] y una dosis relativamente alta (122 mg/kg/dia) [66] de BPA en el nUmero
de sitios de implantacion. Las razones de estos resultados discordantes no son
claras, pero puede ser que los efectos de BPA en la implantacidén se reduzcan en
altas dosis [41].

3.3.Implantacion
La implantacion es necesaria para el establecimiento del embarazo. Durante el

embarazo temprano en roedores, la invasion del blastocisto en las células
deciduales endometriales se acompana de la eliminacion de las CEU alrededor de
los lugares de implantacion. La implantacién implica una serie de eventos que
consiste en el acercamiento (aposicidn), la adhesion y la penetracion, con el paso
final que implica la invasién del blastocisto en las células deciduales de endometrio,
que se logra por la ruptura y eliminacion de las CEU intacto en el sitio de
implantacion, como se ve en especies tales como humanos y roedores. En el
momento de la implantacion, la membrana plasmatica basal adquiere cambios
dinamicos, durante el cual se convierte en altamente plegada y sinuosa, y la lamina
basal aumenta significativamente en espesor. Ademas, las adhesiones focales se

pierden en este periodo [41,67-72].

La implantacién del blastocisto se rige por interacciones adhesivas entre las células
trofoblasticas y el epitelio endometrial receptivo. Para que la implantacion sea
exitosa, el endometrio experimenta cambios morfolégicos y moleculares draméaticos
para aceptar el blastocisto a implantar, estos cambios se conocen colectivamente
como la transformacion de la membrana plasmatica e implican la expresion
coordinada y la activacion de moléculas de adhesion. Las integrinas son una de las
moléculas de adhesién mas estudiadas en el endometrio de humanos y de otras
especies de mamiferos [73].
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Por lo tanto, las exposiciones que interfieren con la implantacién tienen el potencial

de afectar la fertilidad.

3.3.1. Adhesiones focales

La matriz extracelular (por sus siglas en inglés, ECM) es una mezcla compleja de
polisacaridos y proteinas de alto peso molecular tales como laminina, fibronectina,
colageno y vitronectina que son secretadas por las células. La ECM proporciona
soporte estructural para las células y media la fijacion celular. Las interacciones
celulares con la ECM tienen un comportamiento crucial para una variedad de
procesos bioldgicos, incluyendo el desarrollo embrionario, la homeostasis, la

cicatrizacion de heridas y la transformacién maligna [74].

Las adhesiones focales son sumamente importantes en el anclaje de células,
especialmente de células epiteliales, al tejido conectivo subyacente. Las adhesiones
focales estdn compuestas de un complejo de proteinas intracelulares estructurales
y de senalizacion que proporcionan un vinculo entre la célula y la ECM. Estas
proteinas intracelulares forman parte de la familia de receptores de superficie celular
heterodiméricos conocidos como integrinas, que se unen a diferentes ligandos
extracelulares, tales como: laminina, vitronectina, fibronectina y coldgeno (Fig. 3)
[70,73,75,76]. La adhesiones focales no solo tienen importancia bioldgica
estructural, sino que el montaje de las adhesiones focales tienen un comportamiento
importante en la regulacién de transducciéon de senales al citoplasma celular,
mediando una amplia variedad de procesos biolégicos, tales como la unién celular,
la migracion celular, la proliferacion celular, la diferenciacion y la expresion de genes
[70].

La formacidén de la adhesion focal se inicia por el agrupamiento de receptores
transmembranales: las integrinas, que se unen a la ECM y posteriormente se inicia
la activacion y el reclutamiento de las muchas proteinas citoplasmicas al sitio de la
adhesion focal [76].
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Adhesiones

Fig. 3 Representacion del complejo de adhesion focal. Las adhesiones focales
proporcionan un enlace estructural y de senalizacion entre el ECM y el citoesqueleto
de actina. La adhesion de una célula al ECM, generada a través de los
heterodimeros de las integrinas af transmembranales, conduce a la activacion de
integrinas y al reclutamiento de numerosas proteinas intracelulares a la membrana
plasmatica. Ahora se sabe que las adhesiones focales comprenden mas de 125
especies de proteinas (solo se representan los ejemplos seleccionados), que
incluyen tanto proteinas estructurales (que median un enlace fisico con el
citoesqueleto de actina) como proteinas reguladoras (que son importantes en la
modulacion de la dinamica de la actina para la migracion celular productiva)[77,78]
Tomado y modificado de Deakin & Turner [77].

Las integrinas son generalmente consideradas como inactivas en su estado no
unido al ligando, pero se activan y se unen tras la unién del ligando o por eventos
de sefalizacion dentro o fuera de la matriz celular, lo que resulta en un aumento de
su afinidad por la ECM y el fortalecimiento de la adhesion. Esto resulta en la
activacion de eventos de sefalizacién internos y externos que regulan la
organizacion del citoesqueleto de actina, la formacién de adhesiones focales, la
expresion génica, y la supervivencia celular. Todas las integrinas proporcionan
enlaces de la ECM al citoesqueleto de actina interno; con la excepcién del
heterodimero de integrina a6B4, que esta presente en los hemidesmosomas de
células de la epidermis y esta vinculado al sistema de filamentos intermedio interno
[75].

Talina y paxilina son proteinas esenciales del complejo de adhesion focal; la
inmunofluorescencia con anticuerpos contra paxilina y talina se ha convertido en un

método rutinario para visualizar las adhesiones focales [70,79].
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3.3.1.1. Talina

Talina es una proteina multidominio de gran tamano (~270-kDa, 2541-aa) asociada
a la membrana, que existe como un homodimero. Puede ser escindido por la
proteasa calpaina |l en dos segmentos: una "cabeza" N-terminal, que contiene un
atipico dominio FERM (50 kDa) y una cola C-terminal (220 kDa). Ambos segmentos
se encuentran unidos a través de una larga region no estructurada (Fig. 4 c). Talina
es una proteina adaptadora grande que une a integrina, aumentando la afinidad de
las integrina por la ECM y acoplando al complejo de la ECM con el citoesqueleto de
actina (Fig. 4 a) [80-82].
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Fig. 4 Estructura de los dominios de talina de tamarno completo; A) Vista clasica de
la funcién de talina, vinculando las integrinas unidas al complejo ECM con el
citoesqueleto de actina. En este escenario, talina experimenta una fuerza de forma
lineal en toda la molécula [82]. B) Organizacion de los dominios de talina: La cabeza
de talina N-terminal, que comprende un dominio FERM atipico (50 kDa) que
contiene dominios FO, F1, F2 y F3, unido a través de una larga region no
estructurada (10 kDa) a la cola C-terminal (220 kDa) flexible de talina. La cola se
compone de 62 hélices a que estan organizadas en trece haces de 4 o 5 hélices
(R1-R13) y un solo dominio de dimerizacion helicoidal (DD) en el extremo carboxilo.
Se marcan los sitios de union de actina y de integrina que sirven como puntos de
union de fuerza. Modelo estructural de la talina ensamblada a partir de cristalografia
y RMN de los diversos dominios. Se indican las posiciones de los sitios de escision
de la calpaina 2 [82,83]. Tomado y modificado de Calderwood et al. [83] y YAN et
al. [82].
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El dominio globular (cabeza N-terminal) o dominio FERM de talina es rico en
aminoacidos basicos que pueden interactuar con los grupos cargados
negativamente. La funcion mas importante de la cabeza de talina se relaciona con
la unién a las colas citoplasmaticas de la integrina B1 y B3, lo cual lleva a la
activacién de las integrinas de superficie de membrana, asi como con la unién con
los fosfolipidos de membrana como PIP2 y la de cinasa de adhesién focal (por sus
siglas en inglés, FAK). El dominio de varilla alargada (cola C-terminal) se une a las
proteinas vinculina y actina; contiene un segundo sitio de unién a la integrina,
proporcionando asi un vinculo entre integrinas y el citoesqueleto de actina [80-
82,84,85].

Debido a que la talina se recluta a las adhesiones focales de forma temprana, se ha
sugerido que la talina desempena una funciéon de andamiaje en el reclutamiento de

las moléculas de las adhesiones focales y enzimas [86].

La unidén de la actina con la cola C-terminal de la talina, y la unién del dominio
citoplasmatico de la subunidad beta de la integrina a la cabeza N-terminal de la
talina, proporciona una conexidn entre el citoesqueleto de actina y la ECM. Es una
conexion en la cual la talina sirve como enlace que da soporte mecanico;
proporcionando asi un enlace actina-membrana. En este escenario, talina

experimenta una fuerza lineal en toda la molécula (Fig. 4 a) [70,76,79,81,82].

3.3.1.2. Paxilina
Paxilina (68 kDa) es una proteina adaptadora molecular involucrada en el
reclutamiento de multiples proteinas del citoesqueleto y proteinas de sefalizacion
al complejo de adhesién focal y, a su vez, ofrece sitios de acoplamiento molecular
para estas proteinas [75,79,87]. Una funcion principal de la paxilina es la integracion
y diseminacién de las sefiales de las integrinas y los receptores del factor de
crecimiento para efectuar la migracion celular eficiente a través del reclutamiento y
activaciéon de una variedad de redes de senalizacién [75,87,88]. La union de la
integrina a la ECM promueve la fosforilacion de paxilina y el reclutamiento de
proteinas implicadas en el ensamblaje de las adhesiones focales, incluyendo talina,
vinculina, tensina y la FAK. La fosforilacién de Tyr de la paxilina proporciona un
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andamio para el reclutamiento de cinasas de tirosina FAK y Src, que se activan
como resultado de la adhesion o la estimulacién de factor de crecimiento. La union
de la integrina a ECM da como resultado la fosforilacion Tyr de la paxilina y de la
FAK, la formacion de adhesiones focales y el ensamblaje de las fibras de actina
necesarias para fortalecer y estabilizar la interaccion celular con la ECM [88].

Como una proteina de andamiaje, la paxilina contribuye al reclutamiento de
quinasas y fosfatasas especificas, cofactores, oncoproteinas y proteinas
estructurales, involucradas en cascadas de sefalizacién intracelular. La activacion
de estas vias conduce en ultima instancia a la reorganizacion del citoesqueleto de
actina, y el ensamblaje y desensamblaje de las adhesiones focales requeridas para
la union, la extension y la migracion de la célula [88]. Aunque la paxilina esta
localizada principalmente en las adhesiones focales, también esta presente en
localizaciones citoplasmaticas y nucleares, donde puede afectar la transcripcién de
genes, actuando asi como un enlace directo desde la membrana plasmética y el
citoesqueleto hasta el nucleo [89]. A pesar de su inclusion en complejos de
proteinas con proteinas citoesqueléticas y enzimas, la paxilina no exhibe actividad
enzimatica pero proporciona sitios de acoplamiento para otras proteinas para

facilitar el ensamblaje de complejos multiproteicos [88].

La paxilina forma parte de una superfamilia mas grande que consiste en paxilina q,
paxilina B, paxilina y y paxilina 8, y los homélogos Hic-5 y Leupaxina. La paxilina a
es la isoforma principal, ubicuamente expresada, mientras que las isoformas 8, y y

0 presentan una expresion restringida [75,87,88].
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Tlnicio B (132)

Fig. 5 Dominios de Paxilina y sitios de interaccion. Parte superior: Estructura de
dominio de los miembros de la familia de la paxilina. La paxilina a es una proteina
de 68 kDa de 557 aminoacidos (humana) que esta formada por multiples dominios
estructurales que incluyen 5 motivos de LD ricos en leucina (consenso LDXLLXXL)
(274) y 4 dominios dobles de LIM de dedo de cinc. Estos dominios estan implicados
en multiples interacciones proteina-proteina. Los dominios LIM también son
necesarios para dirigir la paxilina a las adhesiones focales. Se han identificado dos
variantes de empalme de paxilina (B y y) con una distribucion mas restringida. Una
cuarta isoforma, la paxilina 6, esta enriquecida en tipos de células epiteliales y se
cree que se genera a partir de un sitio de inicio de traduccion alternativo interno.
Parte inferior: socios vinculantes de paxilina. La paxilina esta compuesta de
multiples motivos de union a proteinas, incluyendo los motivos LD amino-terminales,
los dominios LIM carboxi-terminales y varios sitios de acoplamiento de dominio
fosfotirosina-SHZ2. Tomado y modificado de Brown & Turner [87].

3.3.1.3. Mecanismo de ensamblaje y desensamblaje de las adhesiones

focales
A continuacion, se describen los pasos simplificados en el ensamblaje y el
desensamblaje de las adhesiones focales, una de las vias sugeridas (Fig. 6)
[80,81,83-85,90-92].
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Fig. 6 Modelo de un enlace jerarquico de proteinas de adhesion focal y el control de
la motilidad celular. Tomado y modificado de Lawson & Schlaepfer [84].

(1) La adhesion de las integrinas a los ligandos de la ECM, tales como la
fibronectina, estimula la sintesis de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato PIP2 [80] y el
reclutamiento de proteinas de adhesién focal, tales como talina, vinculina, paxilina,
FAK, y PIP5SK1C a adhesiones focales nacientes [84,90,91]. La sintesis de PIP2 se
produce a través de la fosforilacion secuencial de PIP por PIP5K1C y resulta en el
incremento de niveles de PIP2 en las adhesiones focales nacientes [80,90]. La
presencia de PIP2 promueve la asociacion de talina-integrina mediante el aumento
de la afinidad de talina para la subunidad de la integrina B1 [80,85]. El PIP2 se
asocia transitoriamente con talina, casi en paralelo con la acumulaciéon de PIP2

estimulada por la adhesion a la subunidad B1 [80].

(2) PIP2 en las adhesiones focales se une a FAK a través de una unién bésica en
el dominio FERM de FAK, dando lugar en la agrupacién de FAK en la membrana

celular [90]. El dominio de orientacion a la adhesién local (por sus siglas en inglés,
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FAT) que contiene FAK, estd implicado en la localizacion de FAK a sitios de
adhesion focal, y el dominio FERM que contiene FAK, ejerce su comportamiento
como un autoinhibidor del dominio cinasa, regulando asi la actividad catalitica de la
proteina [90,92]. El dominio FAT contiene sitios de unidén para las proteinas de
adhesién focal paxilina y talina, que conjuntamente parecen mediar en la orientacién
a la adhesion local [93,94]. El dominio C-terminal de FAT media este reclutamiento
por asociacidon con paxilina a través de dos sitios de union para los motivos LD de
paxilina, formados por hélices H1/H4 y H2/H3 en lados opuestos de la molécula.
FAT también interactua con talina, y puede contribuir al reclutamiento de cualquiera
de los participantes de las adhesiones focales [91]. La activacién de FAK en las
adhesiones nacientes, aumenta la generacién de PIP2 por la fosforilacién de
PIP5K1C por FAK [80,84]. El agrupamiento de FAK inducido por PIP2 produce una
conformacién relajada del dominio FERM/cinasa de FAK [90], lo cual permite la
autofosforilacion eficiente de Y397 y el reclutamiento de Src a través de los dominios
SH2 y SH3. El Src reclutado fosforila los residuos del bucle de activacion.
Y576/Y577 de FAK, que da como resultado la completa activacién y la liberacion
del dominio cinasa del dominio FERM [90,92].

33 363 414 680 918 1052
_ | Dumlnlod+ Cinasa Regién rica en prolina FAT
N Y397 Y576/577 Y925 G

Fig. 7 Organizacion de los dominios de FAK incluyendo sitios de fosforilacion. FAK
es una proteina multidominio de 120 kDa que contiene un dominio FERM, seguido
por un enlace de 50 residuos, un dominio de cinasa central, una region de ~220
residuos rica en prolina de baja complejidad y un dominio C-terminal FAT [90,95].
Tomado y modificado de Zhou et al. [92].

PIP2 puede unirse al dominio de FERM de talina y permite un cambio
conformacional en talina [80,84], aumentando su afinidad por la cola citoplasmatica
de la integrina [80], que promueve la unién del dominio FERM de talina a la FAK y
el reclutamiento por talina de adhesiones nacientes [84]. Esta interaccion, ademas
de otras interacciones de la proteina de adhesién influenciadas por PIP2, puede
facilitar asi el montaje de las adhesiones mediante la regulacién de la unién inicial
de la integrina [80]. Curiosamente, la PIP5K1C y la subunidad citoplasmatica de
integrina B1 se unen al mismo dominio FERM de la talina. El subdominio F3 en el
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dominio de la cabeza de talina activa las integrinas, y la PIP5K1C se une al
subdominio F2-F3, cubriendo parcialmente el sitio de union a la integrina. Esta union
es competitiva, como se muestra por la inhibicién de la union de la integrina B1 por
un péptido PIP2 [80].

(3) La dimerizacién de talina permite la union directa del dominio FERM de talina a
la FAK y a la integrina B1 para senalizacion de adhesion sostenida (Lawson &
Schlaepfer, 2012). La unidad F3 del dominio FERM de talina se une a la cola
citoplasmica de las integrinas 8 en el motivo "NPxY" y da como resultado una mayor
afinidad de la integrina a su ligando de la ECM en un proceso denominado
sefnalizacion de dentro de la célula hacia afuera (Fig. 8). La sefalizacion de dentro
hacia afuera y la subsiguiente extension del ectodominio de las integrinas, aumenta
la afinidad de las integrinas por su ligando, pero sélo transitoriamente, causando
separacién de las cadenas a y B de integrina. Esta actividad permite que la talina
regule la actividad de union de las integrinas a la ECM [81,85,94,96,97].
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Fig. 8 Estructura de integrina y activacion de Integrina por medio de talina. Tomado
y modificado de Calderwood et al. [83].

La unidén de la actina con la cola C-terminal de la talina, y la unidon del dominio
citoplasmatico de la subunidad beta de la integrina a la cabeza N-terminal de la
talina proporciona una conexion entre el citoesqueleto y la ECM a lo largo de la
varilla de la talina. Es una conexion en la cual la talina sirve como enlace que da
soporte mecanico; proporcionando asi un enlace actina-membrana. En este
escenario, talina experimenta una fuerza lineal en toda la molécula (Fig. 4 a)
[70,76,79,81,82].
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(4) La presencia de vinculina asiste en el proceso de estabilizacién de la adhesion
focal, que es mediada a través de su interaccion con talina y actina. La vinculina
también sirve para activar otras regiones de la cola C-terminal de talina, como el
segundo sitio de union a actina localizado en la parte central de la cola de talina, por
medio de la cual la adhesién se estabiliza. Sin la aplicacion de la fuerza, que
estabiliza el eje ECM-integrina-talina-actina en un proceso denominado de afuera
hacia adentro de la célula de senalizacion, la integrina puede volver a un estado de
baja afinidad. Los ligandos ECM anclados inducen cambios alostéricos en las
conformaciones de integrina, lo que conduce al fortalecimiento del estado de alta
afinidad y propagaciéon como una sefial mecanica, que puede conducir a una
sefnalizacion mas abajo [81,83,84]. Como un puente crucial entre las integrinas y el
citoesqueleto, la talina ha sido implicada en el desensamblaje sefalizado de afuera
hacia adentro mediada por estrés de la adherencia de a4B1 y LFA-1. Una imagen
de la afinidad de la integrina es, por tanto, incompleta sin la consideracion de la
sefnalizacion de afuera hacia adentro. Esto demuestra ademas la importancia del

microambiente fisico en la modulacion de la funcién celular [81].

(5) La unién de una proteasa tal como calpaina 2 a FAK facilita un complejo multi-

proteina en las adhesiones [84].

(6) La escisidon mediada por calpaina 2 de talina en los fragmentos cabeza y cola
mediada por calpaina 2 y realzada por FAK facilita el desensamblaje de la adhesion

requerida para un movimiento celular eficiente [84].

3.3.1.4. Adhesiones focales en el uUtero de rata durante el embarazo

temprano
Las proteinas de adhesion focal, adquieren cambios dinamicos de distribucidén en

CEU de rata durante el embarazo temprano; siendo asi se describiran cémo se
observan en un estado normal (sin algun factor que modifique su expresion)
especificamente la expresion de las proteinas talina y paxilina a lo largo de las CEU
a diferentes dias de gestacion por medio de inmunohistoquimica.

El dia 1 de gestacion es el dia posterior al apareamiento (tiempo de fertilizacion);

con estudios que utilizaron inmunohistoquimica, se localizaron especificamente las
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proteinas talina, paxilina, integrina 1 y la integrina 3 a lo largo de la membrana
plasmatica basal de las CEU, lo cual indica la formacion de adhesiones focales en
la membrana basal durante este dia [70,73,76,79,98]. Los trabajos de Kaneko et al.
[70,76], muestran la expresion lateral de paxilina, y otro articulo de este autor [73]
muestra la expresion lateral y apical de talina. Asi mismo Kaneko et al. [70,76] y
Lindsay et al. [98] describen que hay tincion citoplasmatica difusa de talina y paxilina
en las CEU. Estudios ultraestructurales previos han demostrado que las CEU en el
DG1 presentan engrosamientos de la membrana plasmatica basal y la ldmina basal,
presentandose estructuras electro-densas, las cuales fueron identificadas como
adhesiones focales. Sin embargo, al momento de la implantacién, la membrana
plasmatica basal adquiere cambios dindmicos haciéndose mas plegada y sinuosa,
y la lamina basal incrementa su grosor y se pierden las adhesiones focales [99,100].

En el dia 3 de gestacidn (el cual es el periodo de preimplantacién), la tincién de las
proteinas talina y paxilina se sigue manteniendo a lo largo de la membrana
plasmatica basal de las CEU. Sin embargo, se observa una disminucién en la
intensidad de la tincion en comparacion con el dia 1 de gestacién. Asi mismo, para
las dos proteinas se muestra tincion citoplasmatica difusa [98]. En el trabajo de
Murphy [100] en el dia 3 del embarazo, se observé que quedaba cierta densidad
citoplasmatica, se habia vuelto dificil discernir claramente esta region.

En el dia 6 del embarazo, cuando el Utero es receptivo para la implantacion (que se
define como la adhesién irreversible del blastocisto a las CEU), se han producido
cambios importantes en las proteinas, talina, paxilina, integrina B1 e integrina B3;
las cuales se desmontan del sitio de las adhesiones focales, lo que conduce a una
marcada reduccién de estas proteinas en la superficie basal de las CEU
[70,73,76,101] el grupo de trabajo Lindsay, et al. [98] menciona que hay tincién basal
y tincion citoplasmatica difusa para proteinas talina y paxilinas, mostrandose menos
intensa para la proteina paxilina. Se ha detectado que durante el DG 6, en la rata
[73], la expresion de la integrina B3 se incrementa significativamente a lo largo de
la membrana plasmatica apical, lo cual sugiere un efecto importante de esta

integrina para la adhesion del blastocisto al epitelio uterino. Esto mismo se ha
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detectado en otras especies: en el ratén [102], borrego [103] y cerdo [104]. En el
humano, se incrementa la expresion de integrina 1 en el momento de la
implantacion [105], la integrina B3 se detecta en las glandulas endometriales
humanas en el dia 20 del ciclo menstrual, coincidiendo con el tiempo de
implantacion [106,107]. Anormalidades con la expresion de integrinas se han
relacionado con infertilidad inexplicable [106,108,109] y endometriosis [109—111].

Con los resultados obtenidos en sus trabajos el autor Kaneko et al. [70,73,101]
sugirié que este desmontaje de adhesién focal permite que las CEU se hagan
menos adherentes a la ldmina basal subyacente, facilitando asi su desprendimiento
y permitiendo que el blastocisto invasor penetre en las células deciduales
subyacentes para la formacion placentaria. Esta pérdida de proteinas de adhesion
focal es controlada por la progesterona y se limita a las CEU, porque la paxilina 'y la
talina en las células epiteliales glandulares permanecen inalteradas durante el
embarazo y en respuesta al tratamiento hormonal de ratas ovariectomizadas; por lo
que soélo las CEU reestructuran la membrana plasmatica durante el embarazo
temprano, ya que soélo ellas hacen el primer contacto con el blastocisto [70,79].

Después de la adhesion del blastocisto se presenta la penetracion del blastocisto
en el utero (dia 7 de gestacion en la rata). Las CEU en contacto con el blastocisto
se separan de la lamina basal subyacente y facilitan la invasién del blastocisto para
establecer la placenta [76]; Durante este dia, aumenta la expresién en la superficie
basal y citoplasmatica difusa de talina y paxilina en las CEU, aumentando mas talina

en la region basal [98].

3.3.1.5. Efecto del BPA sobre la expresion de las proteinas de adhesion

focal
El dnico trabajo que se ha realizado en el que se estudia el efecto que tiene el BPA
sobre la expresion de proteinas de las adhesiones focales fue el realizado por Pan
et al. [112] en donde se estudi6 la expresion de la integrina B3 en el utero de ratones
tratados con BPA del DG 0.5 al DG 4.5. En los grupos tratados con dosis alta (400
0 600 mg/kg/dia BPA) se observé una disminucion en la expresidén de la integrina

B3 en las CEU en el DG 5, asi como en el blastocisto en este mismo dia que
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correlacioné con una disminucidén significativa en el numero de sitios de
implantacion. Estos resultados indican que el tratamiento con dosis altas de BPA

puede reducir significativamente la implantacion del blastocisto en el endometrio.

A pesar de que se ha realizado este estudio, aun no se sabe cual es el efecto de
dosis bajas de BPA, semejantes a las que estamos expuestos los seres humanos,

ni el efecto que tiene cuando la exposicidn se realiza en etapa perinatal.

4. Planteamiento del problema

El BPA es un producto quimico de alto volumen de produccion utilizado en una
variedad de productos de consumo comun. Mas notablemente, esta presente en
plasticos de policarbonato, en los revestimientos de resina epoxi de latas de
aluminio, y recipientes térmicos, entre otros productos. Se ha demostrado, tanto en
experimentos in vivo como in vitro, que el BPA actiia como disruptor endocrino (que
interrumpe las acciones normales de hormonas enddgenas), y que estamos

expuestos diariamente a este compuesto.

La implantacion es necesaria para el establecimiento del embarazo; en el momento
de la implantacion, las proteinas de adhesiones focales, talina y paxilina, modifican
Su expresion para permitir la invasion del blastocisto. Por lo tanto, las exposiciones
que interfieren con la implantacién tienen el potencial de afectar la fertilidad ya que
el periodo entre la fertilizacidén y la implantacion intrauterina de évulos fertilizados

es altamente sensible a las fluctuaciones en los estrégenos naturales.

Aunque se requiere mas investigacion, actualmente existen evidencias suficientes
para plantear preocupacién y justificar la practica del principio de precaucion, en
particular para la proteccién del feto en desarrollo, recién nacidos y nifos pequenos,
ya que pueden ser los mas vulnerables a los efectos adversos del BPA.

Es evidente que se necesitan mas investigaciones basicas y clinicas para
comprender el mecanismo de accion del BPA y el posible impacto del BPA en la
salud humana. Por lo que, en este trabajo se busca estudiar el efecto de dos dosis
del disruptor endocrino BPA sobre las proteinas de adhesiones focales, paxilina y

talina, que podrian estar involucrados en el control de la implantacion en las crias
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de ratas, las cuales recibieron el compuesto en uUtero y durante la lactancia a través

de su madre.

El obtener resultados de este trabajo, contribuira al desarrollo de investigaciones de
utilidad social, en este caso como mostrar a la sociedad los efectos daninos de los
disruptores endocrinos, como el BPA, ya que la investigacién cientifica ha logrado
relacionar a los disruptores endocrinos con un amplio numero de enfermedades en
la salud reproductiva femenina como son: pubertad precoz, cancer de mama,
disminucién de la fecundidad/fertiidad y también con un gran numero de
enfermedades en la salud reproductiva masculina como son: malformaciones en
genitales de bebés, disminucion de calidad de semen, cancer de testiculo y de
préstata.

Crear conciencia sobre estos males reproductivos es de suma importancia y utilidad
para la sociedad, puesto que este disruptor endocrino, el BPA, se encuentra
ampliamente distribuido en el ambiente y el ser humano esta constantemente

expuesto a este compuesto.

5. Hipotesis

Es necesario que haya una remodelacién adecuada de la membrana plasmatica del
epitelio uterino para que se lleve a cabo una implantacion adecuada, en la cual estan
las proteinas de adhesidn focal. Se espera que en la generaciéon F1 de ratas, las
cuales recibieron dosis diferentes de BPA durante el periodo de la gestacion y la
lactancia a través de su madre (F0), presenten un cambio en la expresion y/o la
localizacion de las proteinas de adhesién focal, talina y paxilina, respecto a los

animales control.

6. Objetivo

Estudiar el efecto del disruptor endocrino BPA a diferentes dosis (0.05 mg/kg/dia y
20 mg/kg/dia) sobre mecanismos moleculares (proteinas de adhesiones focales)
que podrian estar involucrados en el control de la implantacién en la generacién F1
de ratas, las cuales recibieron el compuesto durante el periodo de la gestacién y la
lactancia a través de su madre (FO).
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6.1. Objetivos particulares

Evaluar la expresion y localizacion de las proteinas de adhesiones focales, paxilina,
talina, en el endometrio por inmunohistoquimica en los animales tratados con BPA
(dosis alta y baja) y controles de las generaciones F1 en los dias 1, 3,6y 7 de la

gestacion.

7. Metodologia

7.1. Animales de experimentacién

El mantenimiento y manejo de los animales se llevé a cabo de acuerdo con las
Directrices de la Ley Mexicana de Proteccion Animal y con la aprobacién del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Quimica de la UNAM. Se utilizaron ratas hembras adultas gestantes
(FO) de la cepa Wistar, obtenidas del centro de animales UNAM-Harlan, mantenidas
bajo ciclos de luz/oscuridad 12 hr:12 hr, con comida ad libitum.

7.1.1. Dosis de Bisfenol A (BPA) para la realizacion de este trabajo

Sobre la base de una estimacion de la Agencia de los Estados Unidos de Proteccion
Ambiental (por sus siglas en inglés, EPA EE.UU.), la dosis con el nivel de efecto
mas bajo adverso observado (por sus siglas en inglés, LOAEL) para la exposicion
oral al BPA en ratas es de 50 mg/kg/d. Expertos del Programa Nacional de
Toxicologia (por sus siglas en inglés, NTP EE.UU.) sugirieron una dosis de corte de
5 mg de BPA/Kg/dia para la clasificacion de los efectos de dosis baja,
independientemente de la via de administracion, duracién de la exposicion, o la
edad/etapa de la vida a la que ocurre la exposicion. Contemplando los conceptos
mencionados anteriormente, la dosis alta de BPA utilizada en este trabajo (20
mg/kg/dia) es cuatro veces mayor que la dosis baja de corte sugerida por el grupo
de expertos del “National Toxicology Program (NTP)", y 2.5 veces menor que la
LOAEL estimada por la EPA. Mientras tanto, la dosis baja es 100 veces menor (0.05
mg/kg/dia) que la dosis baja de corte sugerida por el grupo de expertos del NTP, y
es similar a la "dosis segura" o nivel de ingesta diaria admisible (IDA) establecida
por la EPA de EE.UU [64].
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Se probaron 2 dosis diferentes de BPA: (Grupo 1) 200 mg/L y (Grupo 2) 0.5 mg/L.
Se estima que los niveles de BPA consumidos diariamente por las hembras
gestantes sea aproximadamente de 20 mg/kg peso corporal/dia (dosis alta) 6 0.05

mg/kg peso corporal/dia (dosis baja).

7.2. Tratamiento de animales

La via principal de BPA en el cuerpo humano es la administracion oral, por lo tanto,
en este estudio, se analizaron los efectos de BPA administrado en dos dosis en el
desarrollo de la implantacion.

Una vez verificada la gestacion de la rata, se peso y se clasificé 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 considerd el peso de cada rata para
ajustar la dosis.

Se monitoreé el volumen de agua ingerido diariamente antes del tratamiento,
obteniendo un promedio de 30 mL. Se considero 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 pesod en balanza analitica la cantidad indicada de BPA y se disolvié en etanol
absoluto utilizando un tubo eppendorf y un vortex. 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.

A partir del dia 6 de la gestacion y durante el periodo de lactancia (21 dias), se
suministré diariamente a ratas hembras adultas (FO) de la cepa Wistar obtenidas
del centro de animales UNAM-Harlan, via oral BPA (Sigma Aldrich) diluido en etanol
(vehiculo) al 0.1%, y disuelto en agua. La solucién fue suministrada en bebederos
de vidrio para evitar que compuestos provenientes de botellas de plastico que
contengan policarbonato interfieran en los resultados de este estudio, el grupo 1
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dosis baja de BPA (BPA-L) recibié 0.05 mg/kg/dia, el grupo 2 dosis alta de BPA
(BPA-H) recibi6é 20 mg/kg/dia. Los animales control (Grupo 3) recibieron solamente
agua con etanol (vehiculo) al 0.1%. Los animales utilizados para cada tratamiento
fueron 5. Se mantuvo a una hembra por caja y se monitore6 a partir del dia 20 para
vigilar la fecha de nacimiento.

El dia del parto se registré el niumero de crias y se ajustaron a 10 crias por madre
(FO). Las crias (F1) permanecieron con las madres (F0) durante la lactancia y fueron
destetadas al dia 21 postnatal, después de este dia las crias F1 fueron
administradas con agua potable no adulterada. La ciclicidad de las hembras F1 se
determind a los 3 meses de edad mediante frotis vaginales diarios durante 4
semanas consecutivas. Las hembras fueron apareadas con ratas Wistar macho con
probada fertilidad, comenzando a las 16:00 h del dia proestro. El apareamiento fue
confirmado por la presencia de espermatozoides en un frotis vaginal la manana
siguiente, este dia fue designado dia de gestacion 1 (DG 1) y se evalud la proporcidn
de la descendencia entre hembras F1 y machos.

Se sacrificaron grupos de cinco hembras F1 en los dias de gestacién (DG) 1, 3,6y
7. En cada DG, se utilizaron animales de diferentes camadas para evitar posibles
efectos de camada.

7.3.Preparacion de tejidos para microscopia de Inmunofluorescencia

Se anestesiaron los animales de cada grupo y se sacrificaron en la mafnana de los
dias 1, 3, 6 y 7 de la gestacion (5 por dia por grupo). Se extrajeron ambos cuernos
uterinos y fueron cortados en fragmentos pequefios de 5 mm de longitud e
inmediatamente embebidos en OCT (Tissue Tek; SakuraFinetek, Torrance, CA,
USA), enfriados rapidamente en hexano superenfriado (Sigma-Aldrich) y guardados
a -70 °C hasta que fueron procesados.

7.4. Inmunofluorescencia

Se realizaron cortes del tejido congelado de 8 um de grosor en un criostato y fueron
montados en laminillas cargadas con poly-L-lisina.
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Los cortes se fijaron con acetona a -20°C por 3 minutos, se realizé 1 lavado con
amortiguador de fosfatos (por sus siglas en inglés, PBS) por 5 minutos, y fueron
puestos a permeabilizar por 10 minutos en 0.5% de triton X-100. Se lavaron
nuevamente los cortes con PBS tres veces, cada una de 10 minutos y fueron
puestos a bloquear por 30 min con 0.5% albumina de suero bovino libre de IgG. Se
incubaron los cortes toda la noche con los siguientes anticuerpos: anti-talina
(Dilucién 1:50 yL Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) y anti-paxilina
(Dilucién 1:50 uL; Santa Cruz Biotechnology) a 4°C.

Después del periodo de incubacién, los cortes fueron lavados 3 veces con PBS e
incubados por 2 h con un anticuerpo secundario adecuado acoplado a FITC. Para

el control negativo, se omitié el anticuerpo primario.

Después de cuatro lavados, las secciones se montaron con medio de montaje
Fluoroshield with DAPI (Sigma).

La fluorescencia fue examinada con un microscopio confocal. Se realizaron
secciones opticas de 0.5 ym, y las imagenes representan la proyeccion de cada

corte realizado para cada utero.

8. Resultados

En las siguientes figuras: Fig. 9, Fig. 10, Fig. 11 y Fig. 12, se muestran las imagenes
representativas de las pruebas inmunohistoquimicas realizadas a los Uteros
recuperados a los dias 1, 3, 6 y 7 de gestacion, con el fin de observar la intensidad
de senal y el patrén de distribucion de las proteinas paxilina y talina en los tres

grupos.

37



8.1.Dia 1 de gestacion

DAY 1

Control BPA-L BPA-H

Paxillin

Talin

Fig. 9 Expresion de talina y paxilina en utero de rata en el dia 1 de gestacion.
Control: grupo sin tratamiento. BPA-L: grupo tratado con dosis baja. BPA-H: grupo
tratado con dosis alta. Las flechas sefialan la presencia de la proteina en la parte
apical del epitelio luminal y las puntas de flecha su localizacién en la parte basal.

Barra de escala = 20 pm.

El DG 1 corresponde al dia siguiente al apareamiento. En este dia (Fig. 9 y Tabla
1) la proteina paxilina se localiz6 a lo largo de las regiones basal (punta de flecha)
y apical (flecha) de las CEU, en todos los grupos tratados. Sin embargo, los
tratamientos con BPA mostraron una mayor tincién en la regién apical (flecha) que
la tincién expresada en el grupo control, siendo la dosis baja (BPA-L) en la que se

observé una tincién mas intensa en la region apical (Fig. 9 By Tabla 1).

En cuanto a la regién basal (punta de flecha) el grupo BPA-L (Fig. 9 B) mostré mayor
tincién con respecto al control (Fig. 9 A) y al BPA-H (Fig. 9 C y Tabla 1).
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En todos los grupos se mostré tincion lateral pero la tincion fue mas intensa en el
grupo BPA-L (Fig. 9 By Tabla 1).

Durante este mismo dia (Fig. 9 y Tabla 1), la proteina talina se detect6 tanto en la
regién basal (punta de flecha) como en la apical (flecha) de las CEU en los tres
grupos, pero particularmente se observdé mayor tincibn en ambos sitios (basal y
apical) de los dos grupos tratados con BPA en comparacién con el grupo control.
Ademas, el grupo control (Fig. 9 D) fue el unico que present6 tincidén lateral. En
contraste, en ambos tratamientos con BPA (BPA-L: Fig. 9 E y BPA-H: Fig. 9 F) se
observé una tincién citoplasmatica difusa, mientras que ésta no se presento en el

grupo control.

Estos resultados sugieren que los tratamientos con BPA inducen un incremento en
la expresion de ambas proteinas. El incremento en la expresion de ambas proteinas
en la membrana basal de las CEU podria indicar un incremento en la formacion de
adhesiones focales en la membrana basal, la cual es necesaria en esta etapa para

mantener una barrera epitelial integra en el Gtero.

39



8.2.Dia 3 de gestacion

DAY 3

Control BPA-L BPA-H

Paxillin

Talin

Fig. 10 Expresion de talina y paxilina en utero de rata en el dia 3 de gestacion.
Control: grupo sin tratamiento. BPA-L: grupo tratado con dosis baja. BPA-H: grupo
tratado con dosis alta. Las flechas sefialan la presencia de la proteina en la parte
apical del epitelio luminal y las puntas de flecha su localizacién en la parte basal.

Barra de escala = 20 pm.

En el dia 3 de gestacién (Fig. 10 y Tabla 1), la tincién de paxilina en la regién basal
(punta de flecha) y apical (flecha) aumentd con respecto en el grupo control del dia
anterior (Fig. 9 A). Sin embargo, la tincion de esta proteina se redujo en los grupos
BPA-L (Fig. 10 B) y BPA-H (Fig. 10 C) con respecto al dia anterior con sus
respectivos tratamientos (Fig. 9 B-C). Se mantuvo la tincion en la region lateral en

todos los tratamientos, mostrando una tincién similar.

En el caso de la talina, la tincion fue similar a lo largo de la regién basal (punta de
flecha) y apical (flecha) de las CEU en el grupo control de DG3 (Fig. 10 D) pero
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disminuyd la expresion en la region apical (flecha) en los tratamiento con BPA (Fig.
10 E-F) con respecto al grupos respectivos del dia anterior (Fig. 9 E-F). Ambos
grupos tratados con BPA (Fig. 10 E-F) mostraron la localizacién de esta proteina en
la membrana lateral de las CEU, mientras que el grupo control presentd una tincion

citoplasmética difusa en este dia (Fig. 10 D).

Estos resultados sefialan que los tratamientos no generan un cambio en la
expresion de ambas proteinas en el DG3, observandose igual que el control para

cada una de ellas.

8.3.Dia 6 de gestacion

DAY 6

Control BPA-L BPA-H

Paxillin

Talin

Fig. 11 Expresion de talina y paxilina en utero de rata en el dia 6 de gestacion.
Control: grupo sin tratamiento. BPA-L: grupo tratado con dosis baja. BPA-H: grupo
tratado con dosis alta. Barra de escala = 20 um.

En el momento de la implantacién, DG 6 (Fig. 11 y Tabla 1), en el grupo control se
detect6 una disminucion de la presencia de paxilina en la membrana basal (punta

41



de flecha) de las CEU (Fig. 11 A) respecto a este mismo grupo en el dia 3 (Fig. 10
A). En cambio, en ambos grupos tratados con BPA (Fig. 11 B-C y Tabla 1), se
observo un incremento en la tincidén basal (punta de flecha) respecto a este mismo
grupo en el dia 3 (Fig. 10 B-C y Tabla 1). Ademas, esta tincion basal (punta de
flecha) fue mayor en los grupos tratados con BPA respecto a la tincién del grupo
control en este mismo dia (Fig. 11 y Tabla 1).

La tincion en la region apical (flecha) de las CEU en el grupo control durante el DG
6 (Fig. 11 Ay Tabla 1) aumentd con respecto a ese mismo grupo en el dia 3 (Fig.
10 A). Por otra parte, los grupos tratados con BPA (Fig. 11 B-C y Tabla 1),
presentaron un aumento en la expresion de paxilina en la region apical (flecha) con
respecto al grupo control (Fig. 11 A). Asi mismo, todos los tratamientos expresaron
escasa tincion de paxilina en la region lateral (Fig. 11 y Tabla 1).

En este dia (DG 6), no se detectd expresion de talina en la membrana basal en
ninguno de los tres grupos. Sin embargo, si presento tincion talina en la membrana
apical de las CEU (Fig. 11 D-F, flecha) en los tres grupos, mostrando un aumento
con respecto al DG 3 (Fig. 10), aunque la intensidad de la tincién fue similar entre
los grupos BPA-H y control (Fig. 11 D-F, respectivamente), y menor en el grupo
BPA-L (Fig. 11 E).

También se observo un incremento la presencia de esta proteina en la membrana
lateral de las CEU en los tres grupos (Fig. 11 y Tabla 1), respecto al dia de gestacién
3 (Fig. 10), siendo mas intensa la tincién en los grupos tratados con BPA (Fig. 11 E-
F), en comparacion con el grupo control (Fig. 11 D).

El grupo control fue el Unico que presentod tincidn citoplasmatica difusa (Fig. 11 D).

Estos resultados indican que hay un incremento en ambos grupos de tratamiento
en la expresidn de paxilina y talina en la regién basal y en la regidén apical con
respecto al control, por lo que este incremento podria impedir que las CEU estén
menos adheridas a la ECM, y por lo tanto impedir su muerte para permitir que
penetre el blastocisto.
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8.4.Dia 7 de gestacidn

DAY 7

Control BPA-L BPA-H

Paxillin

Talin

Fig. 12 Expresion de talina y paxilina en utero de rata en el dia 7 de gestacion.
Control: grupo sin tratamiento. BPA-L: grupo tratado con dosis baja. BPA-H: grupo
tratado con dosis alta. Barra de escala = 20 ym

En el dia 7 el blastocisto penetra hacia el estroma. En este dia, en los grupos, control
y BPA-H (Fig. 12 A-C), no se detecté la presencia de paxilina en la membrana basal
de las CEU, pero si se detectd la proteina en esta region en las muestras de los
animales tratados con BPA-L (Fig. 12 B). La tincién de paxilina en la membrana
apical (flecha) de las CEU disminuyé en todos los grupos respecto a la que se
observé en el DG 6 (Fig. 11, Fig. 12, y Tabla 1). En el DG 7 la intensidad de la sefal
fue similar en los grupos control y BPA-L (Fig. 12 A-B, respectivamente), y
disminuyé en el tratamiento BPA-H (Fig. 12 C). Se observo la presencia de paxilina
en la membrana lateral de las CEU en todos los grupos, presentando una menor
expresion en los grupos tratados con BPA (Fig. 12 B-C) respecto al grupo control
(Fig. 12 A).
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En cuanto a la expresion de la proteina talina en el séptimo dia de gestacion, la
volvemos a detectar en la membrana basal (punta de flecha) de las CEU en todos
los grupos (Fig. 12 y Tabla 1) en contraste con el DG 6 en el que no la detectamos
en esta ubicacion (Fig. 11 y Tabla 1). La intensidad de esta tincion en la region basal
fue menor en los grupos tratados con BPA con respecto al control (Fig. 12, punta de
flecha). En el grupo control, la tincién en la membrana apical (flecha) y lateral fue
mas intensa en este dia respecto al observado en este grupo en el DG 6. Se observé
tincion de la proteina talina en la regién apical (flecha) en los tres grupos,
presentandose la tincibn mas intensa en el grupo control (Fig. 12 D) y ésta
disminuyéd en los grupos tratados con BPA, presentandose la menor intensidad de
tincion en el grupo BPA-H (Fig. 12 F). Ademas, se observod la presencia de esta
proteina en la membrana lateral de las CEU, en los tres grupos, presentando una
tincion similar los grupos control y BPA-L (Fig. 12 D-E, respectivamente), y una
menor tincion el grupo BPA-H (Fig. 12 F).

Estos resultados sugieren que en la disminucion en la tincion de talina y paxilina en
los grupos con tratamiento de BPA en la membrana apical podria afectar a la
interaccién que hay entre las células de las CEU y el blastocisto que se esta
implantando.

Los controles negativos de tejido uterino se tifleron en ausencia de anticuerpos

primarios y no se mostro tincion de inmunofluorescencia.
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8.5. Tabla comparativa de los resultados de los tratamientos con Bisfenol A

Tabla 1 Resumen de los resultados de los grupos de tratamiento del Bisfenol-A
sobre la expresion de las proteinas de adhesion focal: talina y paxilina, en el utero
de ratas durante la gestacion temprana. Donde: +: tincion escasa; ++: tincion
moderada; +++: tincion media; ++++: tincidn intensa; no: no se presento tincion

Froteina _ontrol EFA-L BFPA-H
Easal + Easal o Basal +
Paxilina |Apical + apical +++  |apical ++
|ateral + Lateral ++ Lateral +
; asal + Easal ++ Basal ++
o Apical ++ Apical +++  IAnical +++
Talina Lateral + | ateral no  |Lateral no
Citoplasmatico Citoplasmatico Citoplasmatico
difuso no difuso ++ difuso ++
asal ++ Easal & Basal +
Paxilina [apical ++ Apical ++ Apical ++
ateral ok Lateral & Lateral =
E Basal ++ Basal ++  |Basal ++
8 P\pical ++ Apical ++  |Apical b
Talina |Lateral no Lateral + Lateral +
Citoplasmatico Citoplasmatico Citoplasmatico
difuso a2 difuso no difuso no
Basal + Basal ++  |Basal ++
Paxilina IApicaI +++  |Apical ++++ |Apical HEEd
L ateral + |ateral + Lateral ++
ﬁ asal no Basal no Basal no
& pical i+ Apical ++ Apical 4+
Talina Lateral + Lateral ++ Lateral ++
(Citoplasmatico i_itoplasmatico Citoplasmatico
difuso ++ difuso no difuso no
asal no Easal ++ Easal no
Padling fapical ++ Apical ++  |Apical +
- ateral ++ | ateral + Lateral +
0 Easal ++ Basal + Basal +
Talina |Apical ++++  |Apical ++ Lpical +
|_ateral ++ |ateral ++ Lateral +
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9. Discusion

Durante las ultimas décadas, las tasas de infertilidad y de abortos han aumentado
en todo el mundo, afectando entre 10-15% de las parejas en los paises
desarrollados [113,114] Un factor importante de la reduccion de la fertilidad es una
implantacion fallida, que se cree representa el 30-75% de las pérdidas preclinicas

del embarazo en los seres humanos [115].

Este incremento en la infertiidad y pérdida temprana del embarazo esta
relacionado, entre otros factores, a la exposicién de disruptores endocrinos, entre
los cuales, el BPA es el mas estudiado. En los ultimos afnos, varios grupos de
investigacion han examinado los efectos del BPA sobre la fertilidad global. Se
realizaron estudios epidemiolégicos donde se examinaron si los niveles de BPA son
mas altos en mujeres infértiles en comparacion con mujeres fértiles, tales como los
realizados por Caserta et al. [44] y La Rocca et al. [45], los cuales indican que las
mujeres infértiles tienen mayores niveles de BPA en suero en comparacion con las

mujeres fértiles.

Asi mismo, en estudios de fertilizacidn in vitro se ha observado una asociacion lineal
dosis-respuesta positiva entre la concentracion urinaria de BPA y un aumento del
fracaso de implantacién [23]. Ademas, la relacién entre el BPA y la alteracion de la
implantacion se basa en estudios experimentales en animales, tales como los
realizados por Berger, et al. [49,61,62], Pan, et al. [60], Li, et al. [13], Varayoud, et
al. [64] y Xiao, et al. [5] que examinan los efectos de la exposicién a BPA en etapas
tempranas de la gestacion informan un ndmero reducido o una ablacién completa
de sitios de implantacion en ratones y ratas en comparacién con controles. Estos

estudios incluyen dosis bajas y altas de BPA.

La implantacién del blastocisto en el Gtero es un evento complejo y altamente
regulado que involucra interacciones entre el blastocisto y las CEU. La implantacién
involucra una serie de eventos que consisten en la aposicién, adhesién y
penetracion del blastocisto en las células deciduales endometriales, lo que se logra
por la remocién de las CEU alrededor del sitio de implantacién [67-69,71,72].
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En modelos animales, se ha comprobado que la exposicion al BPA produce efectos
adversos en el tracto reproductor femenino y la exposicidbn a este compuesto
durante la implantacién y placentacién reduce el nimero de fetos y crias, y la tasa
de supervivencia antes del destete [116,117]. Sin embargo, el mecanismo de accion
por el cual el BPA ejerce estos efectos adversos es desconocido.

Por lo tanto, en el presente trabajo se estudio si las proteinas de adhesion focal,
talina y paxilina, del epitelio uterino de la rata durante la gestacion temprana, se ven
afectadas por la administracion perinatal de dos dosis de BPA, evaluando el efecto
de dos dosis del disruptor endocrino BPA sobre la expresion de las proteinas de

adhesion focal, talina y paxilina.

Las adhesiones focales son complejos estructurales que permiten una unién fisica
entre la ECM y el citoesqueleto de actina, permitiendo la adhesion entre la célula y
la ldmina basal; estan compuestas de complejos de proteinas estructurales y de
senalizacion. Estas adhesiones focales estan localizadas entre las células y la ECM
y tienen una actividad importante en la dinamica de la adhesion celular. La paxilina
es una molécula adaptadora que recluta a varias proteinas estructurales y de
sefalizacion al complejo de la adhesién focal [78,87,118,119]. La talina interacciona
directamente con el dominio citoplasmico de la subunidad 3 de las integrinas y el

citoesqueleto de actina [96,120—124].

Por lo tanto, la talina y la paxilina son componentes esenciales de las adhesiones
focales y su deteccion por inmunofluorescencia se ha convertido en un método de

rutina para visualizar las adhesiones focales [70,125-128].

Estudios ultraestructurales previos han demostrado que las CEU en el DG1
presentan engrosamientos de la membrana plasmatica basal y la lamina basal,
presentandose estructuras electro-densas, las cuales fueron identificadas como
adhesiones focales. Sin embargo, al momento de la implantacion, la membrana
plasmatica basal adquiere cambios dindmicos haciéndose mas plegada y sinuosa,
y la lamina basal incrementa su grosor y se pierden las adhesiones focales [99,100].
Asi mismo, se han detectado por inmunofluorescencia proteinas de las adhesiones
focales en las CEU durante los primeros dias de la gestacion.
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Los resultados reportados para la expresion de ambas proteinas en las CEU durante
la gestacion temprana [70,73,76,79,98] concuerdan con nuestros resultados del
grupo control, en el que se observa una disminucion de la expresion de estas
proteinas en la membrana basal en el dia 6 de la gestacion.

La formacién de las adhesiones focales es inducida por la agrupacién de integrinas
especificas a lo largo de la membrana. Ya que la talina esta en contacto directo con
las integrinas B1 y B3, la disociacién de ambas integrinas del sitio de la adhesion
focal probablemente induce la disociacidén de la paxilina y la talina del complejo, y
como resultado lleva al desensamblaje de la adhesion focal observada en el

momento de la implantacion.

El desensamblaje de la adhesién focal es un proceso importante en el momento de
la implantacién que permite que disminuya la adhesion de las CEU a la lamina basal
y facilita su remocion en el sitio de la implantacién, de tal manera que el blastocisto
pueda penetrar el epitelio hacia las células deciduales endometriales [70,73,79].
Estudios previos han reportado que las CEU presentan apoptosis en el sitio de
implantacion [69] [129].

A diferencia de lo anteriormente reportado, en el presente trabajo se detect6 la
expresion de ambas proteinas en las CEU del grupo control en la membrana apical,
teniendo ésta una mayor presencia en el DG 6 y 7. En los trabajos anteriores [73],
sélo se habia reportado la expresidn de talina en la membrana apical durante el dia
1.

Esta diferencia se puede deber a los anticuerpos utilizados en cada estudio. El
anticuerpo utilizado en el presente estudio (sc-15336, Santa Cruz Biotechnology,
CA) fue producido utilizando el fragmento N-terminal (aminoacidos 1-300) de la
talina de origen humano, mientras que el usado en los estudios publicados por el
grupos de Kaneko, et al. [70,73,76,79] y Lindsay et al. [98] (Sigma: Mouse
monoclonal anti-talin antibody) es un anticuerpo que reconoce un epitope presente
en la molécula intacta de talina (225 kDa) y el fragmento C-terminal de 190 kDa,
pero no el fragmento N-terminal de 47 kDa. Los fragmentos de 190 y 47 KDa se
producen cuando la talina es cortada por la calpaina Il [84,130] separando la cabeza
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N-terminal de la cola C-terminal. En estudios en plaquetas estimuladas con
trombina, la calpaina Il corta la talina generando los fragmentos de 190 y 47 KDa.
Por microscopia inmunoelectronica se detectdé que el fragmento de 47 KDa se
localiza en la zona submembranal, justo debajo de la membrana plasmatica,
mientras que la mayoria del fragmento de 190 kDa permanece difuso en el
citoplasma [131]. Esta protedlisis de talina también se ha reportado en células CHO
de ovario de hamster chino, en las que se ha visto que la talina asociada a la
membrana es cortada produciendo un fragmento de 200-190 kDa (por lo tanto se
produce en las adhesiones focales) y después es liberada en el citosol [132].

Sin embargo, se ha reportado que otras proteinas de adhesiones focales, la
integrina B3 y la FAK, presentan la misma dinadmica que la que nosotros observamos

en nuestro estudio.

La integrina B3 disminuye en la membrana basal de las CEU en el DG 6 y se localiza
en la membrana apical durante este dia. Se ha observado que la integrina B3 se
expresa en la membrana apical de las CEU durante la gestacion temprana tanto en
rata [73] como en otras especies como ratén [102], oveja [103] y cerdo [104]. En
humanos, la expresion anormal de integrinas se ha relacionado con infertilidad
inexplicable [106,108,109] y endometriosis [109—111]. Asi mismo, se ha observado
que la integrina B3 también se relocaliza del citoplasma a la membrana apical de
las células del trofoblasto y de las células de la masa celular interna (ICM) del
blastocisto en el momento en que se adhieren a células endometriales (Ishikawa).
Esta relocalizacidén no se observo si el blastocisto es adherido a un cubreobjetos de
vidrio. Mas aun, experimentos en células Ishikawa (linea celular de adenocarcinoma
endometrial) en las que se elimina la expresiéon de integrina B3 con siRNA,
presentaron una reduccidn significativa de la adhesion del blastocisto, demostrando
la importancia de la localizacién apical de la integrina 3 en las CEU para la
interaccién embrién-blastocisto [73].

Otra proteina de adhesidn focal que se ha visto que se localiza en la membrana
apical de las CEU durante el DG6 es la proteina FAK, que es una protein cinasa
[133].
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Se ha observado que FAK interactia con talina [134] y paxilina [135] en las
adhesiones focales. Asi mismo, se ha detectado la expresion de esta proteina en la
membrana apical de las células del trofoblasto del blastocisto al cultivarlos en
presencia de células endometriales Ishikawa. El dominio de orientacién a la
adhesién local (FAT) que contiene FAK, esta implicado en la localizacion de FAK a
sitios de adhesién focal [90,92]. El dominio FAT contiene sitios de unién para las
proteinas de adhesion focal paxilina y talina, que conjuntamente parecen mediar en
la fijacién a la unién focal [93,94]. El dominio C-terminal de FAT media este
reclutamiento por asociacién con paxilina a través de dos sitios de unién para los
motivos LD de paxilina, formados por hélices H1/H4 y H2/H3 en lados opuestos de
la molécula. FAT también interactia con talina, y puede contribuir al reclutamiento

de cualquiera de los participantes de las adhesiones focales [91].

Estos resultados han sugerido que la localizacion de la integrina B3 y la FAK tiene
un comportamiento importante para la adhesién del blastocisto a las CEU durante
este dia. Ya que paxilina y talina presentan interacciones directas con la integrina
B3y FAK, es congruente que las detectemos en el presente trabajo en la membrana
apical de las CEU, formando parte de la adhesion focal que permite la adhesién del

blastocisto a las CEU.

Para que las integrinas del blastocisto se activen es necesario que se unan a un
ligando de la ECM, la cual también se une a la integrina complementaria en las CEU.
La integrina B3 se une a varios ligandos de la ECM incluyendo vitronectina,
fibronectina, fibrindgeno, factor de von Willebrand, trombospondina, colageno vy
osteopontina [136—138]. Cualquiera de estas proteinas puede actuar como un
ligando que une al blastocisto a las CEU. Se ha demostrado la interaccion entre
fibronectina y las integrinas presentes en el blastocisto [139,140]. Asi mismo, se ha
demostrado que la secrecion de osteopontina, que es un ligando para la integrina
aVB3, se incrementa en la fase secretora del ciclo menstrual en humanos [141-143]
y la expresion de osteopontina en CEU de ratén se incrementa en el momento de la
implantacion [144]. También se ha detectado la expresion de osteopontina en

células Ishikawas [142].
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Todos los datos anteriores han permitido plantear un modelo de la funcién de las
adhesiones focales en la implantacion del blastocisto.

Al principio de la gestacion, las adhesiones focales se ubican en la membrana basal
de las CEU para mantener una barrera epitelial.

En el DG 6, las adhesiones focales se pierden en la membrana basal de las CEU,
lo que les permite estar menos adheridas a la ldmina basal, o que permitird su
desprendimiento y permitiendo al blastocisto penetrar hacia las células deciduales
para la formacién de la placenta. En este mismo dia, las proteinas de las adhesiones
focales se localizan en la membrana apical de las CEU, asi como en la membrana
apical de las células de los trofoblastos de los blastocistos. Esta localizacion permite
establecer una conexion entre el blastocisto y las CEU que le permiten al blastocisto

adherirse a las CEU en este dia.

Los resultados de nuestro grupo control concuerdan con este modelo, ya que
observamos una disminucion en la expresion de paxilina y talina en la membrana

basal en el DG 6 y un aumento en su localizacion en la membrana apical.

Respecto a los animales tratados con BPA, este es el primer estudio que describe
como se altera la expresion de estas proteinas por el tratamiento perinatal con este

disruptor endocrino.

El DG 1 corresponde al dia siguiente al apareamiento. Durante este dia, ambas
dosis de BPA indujeron un aumento de la expresién de paxilina y talina en la
membrana apical de las CEU, respecto al grupo control. Asi mismo, ambos
tratamientos de BPA indujeron un incremento en la expresién de talina en la
membrana basal de las CEU, y en lugar de detectarla en la membrana lateral, la

localizamos como una tincién citoplasmica difusa.

El tratamiento BPA-L también indujo un incremento en la expresion de paxilina en
la membrana basal y lateral respecto al control. Por lo tanto, durante este dia se
observa en general que ambos tratamientos con BPA inducen un incremento en la
expresion de ambas proteinas. El incremento en la expresion de ambas proteinas

en la membrana basal de las CEU podria indicar un incremento en la formacion de

51



adhesiones focales en la membrana basal, la cual es necesaria en esta etapa para
mantener una barrera epitelial integra en el Gtero. Sin embargo, es de llamar la
atencién el incremento tan importante que se detecta en la expresion de ambas
proteinas en la membrana apical de las CEU. Este incremento nos indica un
desfasamiento en los patrones de expresidn de estas proteinas, que podria deberse
al incremento en la secrecion de proteinas que sirven como ligando para las
integrinas (como fibronectina y osteopontina), ya que se ha visto que al exponer
blastocistos a fibronectina se da un trafico de integrinas (a581 y allbf3) hacia la parte
apical de la membrana de los trofoblastos [140,145].

Durante el DG 3, se presentan pocos cambios entre los grupos tratados y el grupo
control, s6lo se observa una disminucion de la expresion de paxilina en la membrana
basal de las CEU en los grupos tratados respecto al grupo control, y la talina se
detect6é en la membrana lateral de las CEU, pero no en la ubicacién citoplasmatica

difusa.

En el momento de la implantacién, DG 6, la tincién de paxilina aumenté en ambos
grupos tratados en la membrana basal respecto al grupo control. Este incremento
podria impedir que las CEU estén menos adheridas a la ECM, y por lo tanto impedir
su muerte para permitir que penetre el blastocisto. Al igual que en el DG 1, también
se observa un incremento en la expresion de paxilina en la membrana apical de las

CEU de ambos grupos tratados respecto al grupo control.

Durante el DG 7 el blastocisto penetra hacia el estroma, en ambos grupos tratados
se observa una disminucion en la tincién de talina en la membrana apical de las
CEU, y disminucién en la expresion de paxilina en esta misma ubicacion en el grupo
BPA-H, todos respecto al grupo control. Esto podria afectar a la interaccién que hay
entre las células de las CEU y el blastocisto que se esta implantando.

Resultados similares se han reportado para la expresiéon de la integrina p3 en el
utero de ratones tratados con BPA (200, 400, o 600 mg/kg/dia BPA) del DG 0.5 al
DG 4.5. En todos los grupos tratados se observo una disminucion en la expresion
de laintegrina B3 en las CEU en el DG 5 [112]. Mientras en ese estudio ven el efecto
directo del BPA en el animal que se le administrd el disruptor endocrino (FO0), en
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nuestro trabajo vemos el efecto en las crias (F1) que estuvieron expuestas al BPA
in utero y a través de la leche materna. Como podemos observar, las dosis
administradas en el trabajo de Pan et al. [112] son mucho mayores a las utilizadas
en el presente trabajo (0.05 y 20 mg/kg/dia), lo cual confirma que la exposicion a
disruptores endocrinos en periodos criticos del desarrollo puede llevar a efectos que
se presentan a largo plazo en los individuos.

Todos estos cambios observados en los grupos tratados con BPA, nos indican que
el tratamiento perinatal con BPA induce cambios en la expresion y localizacion de
las proteinas paxilina y talina en las CEU durante los primeros dias de la gestacion

que podrian afectar el proceso de implantacion del blastocisto.

Ya que la pérdida de proteinas de adhesién focal es controlada por la progesterona
y se limita a las CEU, porque la paxilina y la talina en las células epiteliales
glandulares permanecen inalteradas durante el embarazo y en respuesta al
tratamiento hormonal de ratas ovariectomizadas; por lo que solo las CEU
reestructuran la membrana plasmatica durante el embarazo temprano, ya que sélo

ellas hacen el primer contacto con el blastocisto [70,79].

Existe un mecanismo sugerido por el cual la exposicion crénica a BPA interrumpe
la funcidn uterina durante el embarazo temprano publicado por el grupo de Li et al.
[13], en donde examinaron primero la expresion de PGR en muestras de Utero de
raton expuestas al vehiculo o al BPA recogidas 12 horas después de la
administracion de E2. Este periodo corresponde al tiempo de unién del blastocisto
al epitelio luminal receptivo en ratones. La inmunohistoquimica y el analisis de la
expresion génica demostraron que la expresion de PGR en el epitelio era baja, pero
comparable en ambos en el control y en los tejidos uterinos expuesto a BPA, la
expresion de PGR en el estroma se redujo significativamente en el utero de los
ratones que fueron expuestos al BPA. Colectivamente estos resultados indican que
BPA selectivamente interfiere con las vias de senalizacion mediadas PGR en el
utero durante el embarazo temprano. En muchas especies incluyendo ratones, el
estado receptivo estd marcado por un cese en la proliferacién de CEU antes de la

implantacion.
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Por lo tanto, las exposiciones que interfieren con la implantacién tienen el potencial

de afectar la fertilidad.

10. Conclusiones

Este es el primer estudio que describe el efecto de la administracion de bisfenol A
(BPA) en ratas, durante el periodo perinatal y en la expresion de proteinas de
adhesion focal, talina y paxilina, en el utero durante el embarazo temprano.

La generacién F1 de ratas, las cuales recibieron el compuesto en Utero y durante la
lactancia a través de su madre (F0), generd un cambio en la expresidn y localizacion
de las proteinas de adhesion focal, talina y paxilina, en los grupos de animales
tratados con BPA respecto a los animales control. Por lo que se sugiere que el BPA
consumido por la madre fue transferido a las crias durante la gestacion y lactancia,
ya que se observd modificacion de la expresion de las proteinas de adhesion focal,
talina y paxilina.

Las diferencias observadas en cuanto a la expresidn y localizacion de las proteinas
de adhesion focal, talina y paxilina, en especifico en el momento de implantacion
(DG 6) en el cual no se observa una disminucion en la expresion en la region basal
de las proteinas de adhesion focal en el epitelio uterino de los grupos de ratas tratas
con BPA comparandolos con el grupo control, por lo que no permite que la lamina
sea menos adherente y obstaculizando al blastocisto penetrar hacia las células
deciduales para la formacion de la placenta. Estos cambios observados en los
grupos tratados con BPA nos indican que el tratamiento perinatal con BPA induce
cambios en la expresidn y localizacion de las proteinas paxilina y talina en las CEU
durante los primeros dias de la gestacibn que podrian afectar el proceso de
implantacion del blastocisto.

En resumen, el tratamiento con BPA durante el periodo perinatal perturbé, cuando
los animales (F1) alcanzaron la edad adulta y quedaron preiados, la expresion
particular de las proteinas de adhesién focal, talina y paxilina, en el epitelio uterino.
Estos resultados sugieren que la exposicién perinatal a BPA, tiene un efecto en el
utero durante la gestacién temprana para interrumpir la implantacion intrauterina.
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Estos hallazgos podrian contribuir a la comprension del mecanismo molecular para
la receptividad endometrial, y los riesgos de efectos adversos de la exposicion a

BPA para el sistema reproductivo.

Cabe mencionar que los efectos de los disruptores endocrinos 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.

11. Perspectivas

A pesar de que existen muchos estudios de los efectos en la salud que causa el
BPA, aun son pocos los trabajos a nivel molecular en el que se estudia el posible
mecanismo de accién. Es por ello que es necesario seguir realizando este tipo de
estudios para tener una mejor comprension de este disruptor endocrino. Asi mismo,
como principio preventivo y precautorio, se requieren mas investigaciones, en
particular durante la etapa de desarrollo fetal y la infancia, ya que pueden ser las
etapas mas susceptibles a los efectos adversos de este compuesto omnipresente
tanto en los paises desarrollados como en los paises en desarrollo. Por otro lado,
en realidad estamos expuestos a una mezcla de contaminantes, por lo que no se
debe pasar por alto la posibilidad de efectos aditivos y sinérgicos del BPA con otros

compuestos predominantes.
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