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1. Resumen

En el testiculo, la regulacidn de la espermatogénesis es un proceso complejo y multifactorial, no
obstante, uno de los factores que se ha observado tiene especial relevancia en este proceso es la dinamica
de la barrera hematotesticular (BHT), la cual se forma por las células de Sertoli (CS), y tiene como funcién
principal proteger a las células germinales (CG) de sustancias presentes en los sistemas circulatorio y
linfatico. Esta dindmica, es controlada por el receptor de andrégenos (RA) a través de la mediacion en la
distribucién, internalizacién, degradacidn y reciclaje de las proteinas de uniéon que participan en la

estructura y funcion de la BHT.

Entre las proteinas de unién de la BHT, se encuentran las de uniones estrechas, como la ocludina y
las claudinas, que previenen el paso de agua y otras moléculas entre el espacio paracelular y brindan
polaridad a las CS; las de especializaciones ectoplasmicas, que median la adhesion de las CS y CG a través
del complejo multifuncional de cadherina-catenina; los desmosomas, los cuales brindan una adhesion
robusta entre las CG y las CS; las uniones comunicantes o “gap”, que permiten la difusién de metabolitos,
segundos mensajeros, iones y moléculas pequefias entre las CS; asi como proteinas de andamiaje,
adyacentes a las uniones estrechas, que se encargan de ligar las proteinas estructurales (como la ocludina
y claudinas) al citoesqueleto de actina para que puedan ejercer su funcion. Un ejemplo de las proteinas

de andamiaje son las zonula occludens (ZO).

A pesar de ejercer un papel protector sobre las CG, las proteinas de la BHT son muy susceptibles al
dafo causado por distintos toxicos ambientales como son los disruptores endécrinos. Un disruptor
enddécrino es toda aquella sustancia que altera el equilibrio hormonal y el desarrollo embrionario,
provocando efectos adversos sobre la salud de un ser vivo o de su descendencia y, por lo general, este
tipo de compuestos tienen un comportamiento particular en sus curvas dosis-respuesta, pues a mayores
dosis no siempre se obtiene un mayor efecto, e incluso a veces se observa que tienen mayores efectos

nocivos con dosis menores.

La exposicion a los disruptores enddcrinos se ha extendido por todo el mundo y se puede producir
por la ingestién de alimentos o agua, por inhalacidn de particulas presentes en el aire o por el contacto
con la piel. Entre las sustancias que se han propuesto como potenciales disruptores enddcrinos se
encuentran los bisfenoles, los cuales son compuestos sintéticos que se utilizan como materiales
intermediarios en la produccion de plasticos de policarbonato y resinas epoxi, que constituyen la materia
prima de productos de uso diario como envases plasticos, recubrimientos de latas, papeles térmicos, y

tuberias para el transporte de agua, entre muchos otros.
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El bisfenol A (BPA) es un disruptor enddcrino que afecta particularmente la reproduccion tanto en
animales de laboratorio como en humanos. Por ejemplo, se ha observado que este compuesto disminuye
la produccién y calidad de los espermatozoides, causando problemas de ereccidon y eyaculacion; retrasa
el desarrollo y diferenciacion de las CG, pues altera la localizacidn y expresidn de las proteinas de la BHT;
y disminuye las concentraciones séricas de hormonas importantes en la reproduccién, entre muchos otros
efectos. Asi mismo, se ha observado que el BPA induce estrés oxidante en el testiculo, lo cual podria
afectar la espermatogénesis. De hecho, se ha reportado que el uso de antioxidantes, como el acido félico

y la vitamina E, atenuan los efectos nocivos del BPA.

Para evitar los efectos negativos del BPA y cumplir con las restricciones, regulaciones y
recomendaciones a nivel mundial sobre su uso, los fabricantes de plastico y sus derivados, lo han
reemplazado gradualmente con compuestos de naturaleza y estructura quimica similar, como lo es el
bisfenol S (BPS). Actualmente no existen restricciones para el uso del BPS en la fabricaciéon de materiales
plasticos, e incluso es considerado como seguro en la produccion de articulos de uso frecuente que estan
en contacto con alimentos. Sin embargo, actualmente hay algunos reportes en donde se documenta que
el BPS puede producir efectos nocivos en la reproduccién.

Por lo anterior, en el presente proyecto se hipotetiza que la exposicién de ratas macho a una dosis
alta y una dosis baja de BPS provocard alteraciones diferentes en la histoarquitectura de los tubulos
seminiferos, en la expresién de proteinas de la BHT y del receptor de andrégenos, y se espera que la
administracién de vitamina E y acido fdlico atente los efectos nocivos producidos por el BPS. Para probar
esto, se evaluaron los cambios en la morfologia del epitelio seminifero y en los niveles de las proteinas de
la BHT y del receptor de andrdgenos, en ratas macho Wistar, producidos tras la exposicién a 100 o 0.05
mg/kg de peso corporal/dia de BPS durante 4 meses, a partir del dia 21 al 151 post parto. Asi mismo, se
evalué el posible efecto protector del acido félico y la vitamina E en dosis de 20 y 100 mg/kg pc/d,

respectivamente, con cada una de las dosis de BPS.

Los resultados mostraron que la exposicidn de ratas macho a una dosis alta (100 mg/kg pc/d) y una
dosis baja (0.05 mg/kg pc/d) de BPS, durante 19 semanas provoco alteraciones en la histoarquitectura de
los tubulos seminiferos, pues la exposicidn a la dosis alta de BPS disminuyo el area del epitelio seminifero,
y la exposicién a ambas dosis de BPS (alta y baja) aumentd el indice histopatoldgico, con respecto al grupo

control. Sin embargo, ningln tratamiento con BPS provoco alteraciones sobre el indice de maduracion.

Ademas, la exposicion a ambas dosis de BPS disminuyd la expresion de la proteina ZO-1 en la

barrera hematotesticular (BHT), pero no se observaron cambios significativos en la presencia de las demas
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proteinas de la BHT analizadas (claudina 11, claudina 3, conexina 43, ocludina, N-cadherina y ZO-2) ni en

la del receptor de andrdgenos.

Por otro lado, la administracion de acido félico y vitamina E ejercié un efecto benéfico sobre el
aumento del indice histopatolégico provocado por ambas dosis de BPS y parecen ejercer un efecto
protector sobre la disminucién de la expresidn de la proteina ZO-1 inducida por la dosis alta de BPS pues,
a pesar de que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, la coadministracion de

cualquiera de los dos antioxidantes tendio a reducir la magnitud de esta disminucion.

En conclusidn, se detectaron alteraciones en la histoarquitectura de los tubulos seminiferos y en
la expresion de la proteina ZO-1, y estas alteraciones fueron similares con las dosis altas y con la bajas del
bisfenol. Por lo tanto, se demostrdé que el BPS puede inducir dafio en el aparato reproductor masculino, y
gue el uso de antioxidantes como la vitamina E y el acido félico son una alternativa prometedora para

atenuar al menos algunos de los efectos nocivos del BPS.

Por ultimo, es importante resaltar que se requiere profundizar en el estudio de la toxicidad de este
bisfenol, analizando, por ejemplo, otras dosis y buscando sus efectos sobre otros parametros para poder

establecer su peligrosidad y mejorar la regulacidén de su uso a nivel mundial.
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2. Antecedentes
2.1. Generalidades de la morfologia testicular

2.1.1. Morfologia testicular y su regulacién hormonal

Los testiculos constan de dos partes, las cuales son: () los tubulos seminiferos, que constituyen casi
el 90% del peso del testiculo de un adulto y es donde ocurre la espermatogénesis; y (Il) el tejido intersticial,

gue contiene las células de Leydig secretoras de testosterona (T).

Las principales hormonas masculinas implicadas en la funcién reproductiva son aquellas
involucradas en el eje hipotdlamo-hipdfisis-génada, el cual consiste en la liberaciéon de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el hipotadlamo hacia la hipdfisis, seguida por la consiguiente
liberacion de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH). El receptor para la FSH esta
situado en las células de Sertoli (CS) de los tubulos seminiferos, mientras que el receptor de la LH se sitla
en las células de Leydig intersticiales (Figura 1). Asi mismo, la LH estimula la secrecion de T por las células

de Leydig y la FSH estimula la espermatogénesis en los tubulos seminiferos (Fox, 2011).

En los tubulos seminiferos, el epitelio contiene dos tipos celulares: las células de Sertoli (CS) y las
células germinales (CG). Las primeras son las Unicas células somaticas en este epitelio, se extienden desde
la base del tubulo seminifero hasta el lumen, establecen las uniones celulares (entre CS-CS y CS-CG) y
forman la barrera hematotesticular (BHT) en este epitelio, mientras que las segundas son las que

participan en la espermatogénesis (Mruk & Cheng, 2015; Ni et al., 2019).

Células de Leydig

Hipotalamo

GnRH Células de

Sertoli

<. —Células
(Q Germinales

Hipofisis
Inhibina

Tubulo seminifero

Figura 1. Esquema de la regulacion hormonal de la espermatogénesis. Adaptado de Aparicio, M. & Reus, R. (2017).
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2.1.2. Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso fisioldgico necesario para producir esperma en el epitelio de los
tubulos seminiferos (Ni et al., 2019). Las espermatogonias se sitlan en la regién mas externa de los
tubulos seminiferos, sobre la membrana o lamina basal (Figura 2), y son células diploides que se duplican
mediante divisién mitdtica para dar origen a un espermatocito primario y otra espermatogonia, la cual
seguird dividiéndose para que pueda ocurrir la espermatogénesis de manera continua sin que se agote su
numero. El espermatocito primario generado se divide por meiosis; cuando un espermatocito primario
diploide completa la primera division meidtica (o telofase 1), las dos células que se producen se denominan
espermatocitos secundarios. Al terminar la segunda division meidtica, cada uno de los espermatocitos
secundarios produce dos espermatides haploides, como se muestra en el lado derecho de la Figura 2. Al
final, las cuatro espermatides (producidas por la meiosis de ambos espermatocitos secundarios) se
encuentran conectadas y pasan por un proceso de diferenciacidn, llamado espermiogénesis, para
convertirse en espermatozoides maduros separados que son liberados hacia la luz o lumen del tubulo.

La espermiogénesis en la rata consta de 19 etapas denominadas con numeros arabigos (Figura 3).
Tanto la espermatogénesis, como la espermiogénesis requieren de la participacion de las CS y la BHT. La
sucesién de fendmenos que ocurren durante toda la espermatogénesis se refleja en la disposicion celular
de la pared del tibulo seminifero, teniendo a las espermatogonias y a los espermatocitos primarios
situados hacia el lado externo del tubulo, y a las espermatides y espermatozoides maduros situados hacia

el lumen del tubulo seminifero, como se muestra en el lado izquierdo de la Figura 2 (Fox, 2011).

Tabulo seminifero
(seccion transversal)

Membrana basal /‘

Espermatogonia —— @
Espermatocito :

primario @ MEIOSIS |

. l—%

Espermatocito

secundario

—— MEIOSIS I

Espermatidas .“’

temprana °
Espermatidas .

tardia

// // S Espermatozoide — / /’ /’ /v

Figura 2. Esquema del proceso de espermatogénesis. Adaptado de Olando, O. (2019).
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2.1.3. Ciclo del epitelio seminifero

En una misma area del tubulo seminifero, el desarrollo de cualquier generacién de CG
(espermatogonias, espermatocitos o espermatides) estd acompafiada de otras generaciones de estas
mismas CG, por lo tanto, las CG en el epitelio estan organizadas en varias asociaciones celulares bien
definidas. Estas asociaciones se suceden en el tiempo y en una secuencia que se repite indefinidamente.
Esto ocurre tanto en la rata, como en el humano (Leblond & Clermont, 1952).

En la década de 1890, Von Ebnerl y Regaud llamaron “ciclo espermatogénico” a la serie completa
de asociaciones celulares sucesivas. Sin embargo, este término se podia confundir con el de la
espermatogénesis, por lo que Leblond & Clermont (1952) lo renombraron como “ciclo del epitelio
seminifero” (CES) y lo definieron como “la serie de cambios que ocurren en un area determinada del
epitelio seminifero, entre dos apariciones sucesivas de las mismas asociaciones celulares”. En la rata, el
CES esta subdividido en 14 etapas denominadas con nimeros romanos y cada una de éstas abarca una

asociacién celular diferente, como se muestra a continuacién en la Figura 3.

17| Pagina



‘(0£6T WWowus|) 3 WAQ) p104 D] 3p 0J3fjUIWSS
01[211d3 [ap 0]212 [3p Saspf LT So| ap 4p|nj3d uoldIsodwod | pJisnji anb ofnqig z “bi14 ap oppidbpp ‘DI2ILD 3104P7 LUIOID) J0d OppZI|PaJ 0fnqig ‘DION

"BUI|IX0}BWIY-}HIYIS-Yd BIIUID] B| UOD SEPIY] SDUOIDIDS UD Sapliew.adss se|
9P BIIWOSOJI. BINIINILSD B] UD A 03[2NU |9 UD SOPBAISSYO SOIqUIED SO| B 03UBNI UD Juowid|) A WAQ Jod opeAsasqo o] uod opaande ap sisaugdolwaadss g
9p sosed so| 9p oun eped uejuasaldal gT-T Sodigele soJdWNU SO "OlJePUNISS 0Hd03eWIdSD ‘|| ‘solewisd so}Do0lewIadsa ap sisauinbelp ‘1 ‘ouaynbed
U3 0}D01eWJdSD :d ‘0ud31081Z U3 0}D01eWIASD 17 ‘0U3103d3| U 0}1203eW.dSS 1 ‘oua101da|aid U 01201eWIRASS :|d ‘SISOIdW e| ap sedeld soluDIBYIP
U3 S03D03ewWJadsd uejuasaldal IQ A d ‘Z “7 ‘|d SeJ19] se| ‘sisolw e| edjpul ejuoSolewladsa eun ap opej e ,w, 321puigns |3 ‘g odi} ap ejuo3olewsadss

g ‘seipawJaiul sejuodolewdadss :u| ‘yy odi} 9p sejuo3olewladss Ip SaUOIDEIBUIZ 0J3eNd elUSSIdD )

V "0J3jJUIL3S ONgN1 [9p S3|eSJansue.}
$91J0D U3 SEPEBJIUOJUD SDJE|N|SD SDUOIIRIIOSE SB| 3P Bun eped Ua sajuasasd saJen|ad sodil SO| eJisanw eydsa4ap e epainbzl ap ouewod osdwnu

un uod BPEeDIYIIUIPI BUWN|OD BPED *(AIX-]) BIBI B] 3P 0J3)1UlWdS O1j311da [ap 0)312 [9p sedeld 32403ed se| 3p Jejn|ad ugisodwod e ap olngiq ‘g pInbi4

07212 134 Svdvli3

AIX X X 1X X| A IIA IA

|

4 YINOSOIVINYIdST

@&
€
Q0

|
L.

£
|

o

o

a

OlIDOLVYINY3dS3 O
VINODOLYINY3dST

@ % OLlIDOLVINYE3IdST

|
|
|
e s Eo ey
|
|
|
1

@
®

—...-.__._.:!;.I._._.--...
~/‘\m \
e e
|
|
|
1

[

©

—R

&V

Sl

S3AILYINYE3dST

e o L o

18| Pagina



2.2, Barrera Hematotesticular

2.2.1 Definicion de la barrera hematotesticular

Las CS forman la barrera hematotesticular (BHT), la cual divide el epitelio seminifero en: el
compartimiento basal, en donde se encuentran espermatogonias y espermatocitos en preleptoteno; vy el
compartimiento apical o adluminal, el cual contiene otros espermatocitos primarios y secundarios,
espermatides redondas y espermatides elongadas, como se puede ver en la Figura 4 (Cheng & Mruk,
2012). Es importante mencionar que, durante las etapas VII-VIII del CES, los espermatocitos en las fases
de leptoteno y preleptoteno de la meiosis se deben mover a través de la BHT y entrar al compartimento
adluminal (Figura 4) para poder continuar con su diferenciacion y promover la liberacién de
espermatozoides hacia el lumen de los tubulos seminiferos en la etapa VIl del CES (Leblond & Clermont,

1952; Ni et al., 2019).

Espermatozoide

Espermatide

Espermatide
temprana

Espermatocito

Espermatocito
preleptoteno

Barrera hematotesticular

Espermatogonia

Compartimiento basal

Membrana basal

Células mioides ,
peritubulares Intersticio

Figura 4. Dibujo de la barrera hematotesticular en el epitelio seminifero. Adaptado de Kaur et al. (2014).

19| Pagina



2.2.2 Conformacion de la barrera hematotesticular

En general, la barrera hematotesticular (BHT) en testiculos mamiferos estd compuesta por uniones
especializadas entre células de Sertoli (CS) adyacentes en el epitelio seminifero, cerca de la membrana
basal (Figura 4). En la rata, la BHT se empieza a formar en el dia post natal (PND) 15-16, y se termina de

formar en el PND 18-21 (Yan Cheng & Mruk, 2012).

La BHT cuenta con cuatro tipos de uniones intercelulares diferentes que participan en su estructura
y funcion: (I) Uniones estrechas (UE), las cuales previenen el paso de agua y otras moléculas grandes entre
el espacio paracelular (entre dos CS) y restringen el movimiento de proteinas y lipidos entre los dominios
apical y basolateral de la membrana, generando la polaridad de las CS; (Il) Especializaciones ectoplasmicas
(EE), que median la adhesién a través del complejo multifuncional de las proteinas cadherina-catenina y
pueden ser basales (EE entre CS-CS) o apicales (EE entre CS-CG); (lll) desmosomas, los cuales son uniones
célula-célula que brindan una adhesidn mas robusta entre las CS y las CG por medio de moléculas de
adhesioén integrales de membrana, como las cadherinas desmosomales (desmogleinas y desmocolinas) y
unas proteinas llamadas armadillo (placoglobina y placofilinas), que unen las cadherinas desmosomales
al citoesqueleto de los filamentos intermedios en las CS, y las plaquinas, que median el enlace entre los
complejos de membrana y los filamentos intermedios subyacentes; (IV) Uniones comunicantes o “gap”
(UG), presentes entre regiones de la membrana plasmatica de las CS que contienen las UE y las EE basales,
y forman canales célula-célula que permiten la difusién de metabolitos, segundos mensajeros, iones y
moléculas pequenas de menos de 1 kDa (Mruk & Cheng, 2015; Vogl et al., 2008). Véase Figura AlV.1 en el

Anexo IV de esta tesis.

Ademas, el area adyacente a las UE estd enriquecida con varias proteinas de andamiaje, las cuales
unen a las proteinas estructurales y las ligan al citoesqueleto de actina para que ejerzan su funcién. Las
UE, EE y UG se unen a microfilamentos de actina, mientras que los desmosomas se unen a filamentos

intermedios como la vimentina (Mruk & Cheng, 2015; Ni et al., 2019).

Cabe mencionar que, tanto las UE como las EE, son muy susceptibles a dafio causado por téxicos
ambientales y a estrés por calor, los cuales causan cambios reversibles en los niveles de proteinas de UE

y EE, afectando a su vez la permeabilidad de la BHT (Mruk & Cheng, 2015).
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2.2.3 Proteinas estructurales de la barrera hematotesticular

2.2.3.1 Proteinas de uniones estrechas

Las uniones estrechas (UE) en la barrera hematotesticular (BHT) constituyen un micro dominio
especializado de fibrillas que se reconstruyen continuamente y rodean a las células como un tipo de
cinturdn. Las fibrillas presentes en las CS o CG se unen directa o indirectamente a proteinas de sefalizacion
o de andamiaje, asi como a proteinas del citoesqueleto. Este tipo de uniones estan formadas por distintas
proteinas transmembranales, entre las cuales se encuentran la familia de las claudinas, la familia de
moléculas de adhesion de unidn (JAM, por sus siglas en inglés) y la ocludina, entre otras (Gonzalez-
Mariscal et al., 2008; Mruk & Cheng, 2015).

Estas proteinas transmembranales se unen a la actina mediante proteinas citosdlicas de andamiaje,
como las proteinas zonula occludens (ZO) en las CS. Ademds, las UE contienen proteinas de regulacién del
trafico vesicular, las cuales estan involucradas en la sefializacién, polaridad celular y en la regulacién de la
expresion génica (Gonzalez-Mariscal et al., 2008; Ni et al., 2019; Zavala-Zendejas & Renddn-Huerta, 2008).

A continuacidn, se describen un poco mas en detalle algunas de las principales proteinas de UE, las
cuales se eligieron como objeto de estudio en la presente tesis dada su abundancia en el testiculo y/o su

importancia para el funcionamiento de la BHT.

Zonula occludens (ZO).

Las proteinas ZO son los andamios que establecen multiples interacciones entre proteinas y unen
diversas cinasas, fosfatasas, pequeiias proteinas G y factores de transcripcidn nucleares en las UE
(Gonzalez-Mariscal et al., 2008). ZO-1, ZO-2 y Z0-3 son miembros de la familia de proteinas MAGUK
(guanilato ciclasa asociadas a la membrana, por sus siglas en inglés), que se asocian periféricamente a la
membrana de las CS en su cara citosdlica, y cuyos niumeros reflejan el orden en el cual fueron identificadas
inicialmente. Estas proteinas interactlan juntas y anclan proteinas de UE al citoesqueleto de actina.
Ademds, las proteinas ZO 1 a 3 contienen varias sefales de importacion y exportacién nuclear, aunque
solo ZO-1 y ZO-2 se concentran en el nlcleo cuando se exponen a condiciones adversas, como el estrés
guimico o heridas mecdnicas, y también se asocian con proteinas implicadas en la regulacién de la

transcripcién de genes y la proliferacion celular (Gonzalez-Mariscal et al., 2008).
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Claudinas.

Las claudinas constituyen una familia de mds de 20 proteinas con cuatro dominios
transmembranales, cuyo peso varia de 17 a 27 kDa, y son las proteinas mas abundantes en las UE. Estas
proteinas tienen dos bucles extracelulares que muestran variabilidad en la distribucién y el nimero de
residuos cargados, lo cual es crucial para determinar la selectividad idnica paracelular de las UE, y por esto
se dividen en clasicas (Claudinas 1-10, 14, 15, 17 y 19) y no clasicas (Claudinas 11-13, 16, 18 y 20-24), de
acuerdo con sus similitudes en la secuencia de aminoacidos (Gonzalez-Mariscal et al., 2008; Mruk &

Cheng, 2015; Zavala-Zendejas & Rendén-Huerta, 2008).

La mayoria de las células en mamiferos expresan mas de 2 claudinas juntas; una molécula de
claudina se puede asociar con otra molécula de claudina (igual o diferente) presente en la membrana
celular de una célula adyacente. La combinacién de claudinas determina la resistencia eléctrica
transepitelial (RET) y la selectividad de carga paracelular (SCP) de las UE. En general, las claudinas-4, 5, 8,
11, 14 y 18 aumentan la RET, mientras las claudinas-2, 7, 10, 15 y 16 aumentan la permeabilidad

paracelular a cationes (Mruk & Cheng, 2015).

En el testiculo, las claudinas 3 y 11 son las mas expresadas durante las etapas VI-VIIl y V-VII del ciclo
del epitelio seminifero, respectivamente, lo cual coincide con el movimiento de los espermatocitos en
preleptoteno y leptoteno a través de la BHT. La expresion de la claudina-3 (Cl-3) es regulada por
andrdégenos y esta proteina se encuentra en UE nuevas, las cuales se forman entre la membrana basal y
las UE viejas, antes de los espermatocitos migrantes. La claudina-11 (CI-11) esta presente en las UE viejas
(delante de los espermatocitos que atraviesan la barrera) e inhibe la proliferacion de CS postnatales.
Ademas de los andrégenos, hormonas como la FSH, citocinas (p. ej., TNFa y TGFR) y CG también regulan

la expresidn de las claudinas en las CS (Mruk & Cheng, 2015).

Ocludina.
La ocludina (Ocl) es una proteina de cuatro dominios membranales, dos bucles extracelulares y dos

segmentos intracelulares, y estd presente en los filamentos que constituyen a las UE.

En general, la Ocl controla la localizacidon de proteinas polarizadas para establecer la polaridad
celulary la direccién del movimiento celular en el epitelio intestinal, por lo que esta proteina podria tener
un rol similar en el movimiento de los espermatocitos en preleptoteno y leptoteno a través de la BHT

(Mruk & Cheng, 2015). Sin embargo, su rol en la fisiologia es aln controversial dado que, si bien su
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sobreexpresion afecta severamente la RET, ratones knock-out! de esta proteina son viables y presentan
uniones estrechas con morfologia aparentemente normal; ademas, las fibrillas de estas uniones son
normales en células madre embrionarias deficientes de Ocl, por lo que se dice que esta proteina es
importante, pero no necesaria para la funcion de la BHT (Gonzalez-Mariscal et al., 2008; Mruk & Cheng,

2015).
2.2.3.2 Proteinas de las especializaciones ectoplasmicas

La adhesidn de las especializaciones ectoplasmicas (EE) es mediada por el complejo multifuncional
cadherina-catenina, siendo la cadherina esencial para la funcién de la barrera hematotesticular (BHT)

(Mruk & Cheng, 2015).

Las cadherinas son glicoproteinas transmembranales que median la adhesién intercelular
homotipica dependiente de calcio. Por ejemplo, una cadherina en una célula se une a el mismo tipo de
cadherina de una célula adyacente. Inicialmente fueron identificados tres tipos de cadherinas, las cuales
se nombraron de acuerdo con el tejido en donde fueron descritas por primera vez: E-cadherina (epitelial),
N-cadherina (neuronal) y P-cadherina (en la placenta). Actualmente, la superfamilia de cadherinas se
divide en subfamilias que incluyen las cadherinas clasicas o tipo |, las tipo Il (altamente relacionadas con
las tipo I), cadherinas desmosomales, proto cadherinas y las cadherinas flamingo. De todas estas, las tipo
| son las mas estudiadas, pues son proteinas muy abundantes en uniones adherentes y tienen un solo
dominio transmembranal; dentro de este tipo se encuentran las cadherinas N, E y P (Andersson et al.,

1994; Sobarzo et al., 2006).

En el caso de la BHT, la expresion de la E y la N cadherina abunda en el epididimo y testiculo,
respectivamente, y esto sucede tanto en la rata como en el humano. La N-cadherina (N-cad) se localiza
en el epitelio seminifero y también en las uniones celulares entre las CS, en uniones asociadas a
espermatocitos y en la cabeza de espermatides alargadas en el testiculo de ratas adultas (Andersson et

al., 1994; Sobarzo et al., 2006).

! Ratdn de laboratorio modificado genéticamente con un gen inactivado al reemplazarlo o interrumpirlo con
fragmento artificial de DNA (NIH, 2020).
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2.2.3.3 Proteinas de uniones comunicantes o “gap”.

Dentro de los complejos de unién en la BHT, las uniones comunicantes, a las que nos referiremos
de ahora en adelante como uniones “gap” (UG), son importantes dado que es la Unica unién que sirve
para el paso de iones y moléculas de menos de 1-1.5 kDa entre las células. Este tipo de comunicacién
intercelular esta involucrada en la divisidn celular, crecimiento y apoptosis de varios tipos celulares. Las
UG formadas por las proteinas conexina son canales de comunicacién intercelulares entre CS adyacentes,
qgue transportan moléculas de sefializaciéon bioldgica (Pefia-Corona et al., 2022; Pointis et al., 2005;

Sridharan et al., 2007).

En el testiculo, la proteina “gap” mas abundante es la conexina-43 (Cx43), la cual tiene una funcion
crucial en el desarrollo y maduracién de los espermatozoides. Esta proteina es expresada por las CS y por
CG basales (como las espermatogonias y espermatocitos) y participa en el acoplamiento entre CS
adyacentes y entre CS y CG basales en los testiculos de rata y humano. Ademas, la delecion especifica de
Cx43 en CS de ratones knockout conlleva a fallas en la espermatogénesis, debido a un arresto en la
meiosis, en el cual las espermatogonias no se diferencian en espermatocitos (Pefia-Corona et al., 2022;

Pointis et al., 2005; Sridharan et al., 2007).

Para un esquema general de las proteinas estructurales de la BHT aqui mencionadas, véase Figura

AlV.2 en el Anexo IV de esta tesis.
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2.2.4 Funcion de la barrera hematotesticular

La barrera hematotesticular (BHT) tiene como funcidn principal proteger las células germinales (CG)
de sustancias presentes en los sistemas circulatorio y linfatico y, junto con las CS, proveen un
microambiente inmunoprivilegiado con el fin de que las CG puedan completar la meiosis y evitar la

destrucciéon autoinmunitaria del espermatozoide (Fox, 2011; Mruk & Cheng, 2015; Ni et al., 2019).

Ademas de las CS, las células mioides peritubulares (Figura 4) también contribuyen a la funcion de
la BHT al prevenir el paso de diversas moléculas toxicas, como el nitrato de lantano, en el 85% de tubulos
seminiferos en ratones (Mruk & Cheng, 2015). El oportuno ensamblaje y desensamblaje de las uniones
celulares entre CS-CS y CS-CG es necesario para que se dé la migracion de CG y la liberacién de
espermatozoides en la etapa VIl del ciclo del epitelio seminifero (CES) (Leblond & Clermont, 1952; Ni
et al., 2019).

A pesar de que la BHT es una de las mas fuertes barreras sangre-tejido, esta se debe reestructurar
para permitir el transito de espermatocitos en preleptoteno del compartimento basal al compartimiento
apical. Sin embargo, la barrera inmunoldgica que se le confiere a los tubulos seminiferos por la BHT no
puede interrumpirse durante el CES (para evitar la produccion de anticuerpos contra CG meidticas y post-
meidticas). Para lograr esto, durante las etapas VIII-IX del CES se deben formar nuevas fibrillas de uniones
estrechas (UE) en el lado basal de los espermatocitos en preleptoteno/leptoteno, seguido de un
desensamblaje de las fibrillas de UE en el lado luminal de los espermatocitos. Por consiguiente, es
necesaria la coordinacién entre la testosterona (T) y el factor de crecimiento transformante beta 2 (TGF-
B2), pues estas biomoléculas regulan la apertura y cierre de la BHT al afectar diferencialmente el destino
de las proteinas integrales de membrana endocitadas.

La T es importante para la produccion y localizacién de las proteinas que conforman la BHT, asi
como para que se den interacciones adecuadas entre ellas, para el adecuado reciclaje de proteinas
endocitadas de regreso a la superficie celular (para mantener la adhesion celular), entre otras funciones;
mientras que citosinas como TGF-B2 regulan a la baja las proteinas integrales de membrana en la BHT, al
aumentar la cinética de internalizacion de proteinas como la ocludina y la N-cadherina (Chihara et al.,
2016; de Freitas et al., 2016; Cheng & Mruk, 2012; Yan et al., 2008). Ademas, el mantenimiento de la
espermatogénesis también depende de la dinamica de la BHT controlada por el receptor de andrdégenos
(RA), el cual media la cinética de proteinas de unidn integral, incluyendo su distribucion, internalizacion,
degradacion y reciclaje (de Freitas et al., 2016; Li et al., 2009).

Para un esquema general de este proceso, véase Figura AlV.3 en el Anexo IV de esta tesis.
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2.3 Disruptores enddcrinos

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los disruptores enddcrinos se definen
como agentes exdgenos que interfieren con la sintesis, secrecion, transporte, metabolismo, accion de
unién o eliminaciéon de hormonas naturales que estan presentes en el cuerpo y son responsables de
procesos de homeostasis, de reproduccién y desarrollo y de provocar efectos adversos sobre la salud de
un ser vivo o de su descendencia (OMS, UNEP., 2012). Esta organizacion menciona que la exposicion a los
disruptores enddcrinos se ha extendido por todo el mundo, y se puede producir por la ingestion de
alimentos o agua, por inhalacién de particulas presentes en el aire o por el contacto con la piel. Asi mismo,
la OMS ha reportado que, aunque cerca de 800 sustancias quimicas se han identificado como disruptores
enddcrinos (o al menos se sospecha que lo sean), son pocas las que se han investigado a fondo y la mayoria
de las sustancias quimicas comercializadas en el mercado no han sido evaluadas (International

Programme on Chemical Safety., 2002; OMS, UNEP., 2012).
2.4 Bisfenoles como disruptores enddcrinos

Los bisfenoles son sustancias sintéticas insolubles en agua, sin color, ni olor y la mayoria de ellos
son soélidos a temperatura ambiente. Son utilizados en la industria de plasticos, como materiales
intermediarios en la produccién de barnices, termoplasticos y como antioxidantes en caucho, aceites y

grasas (Fiege et al., 2000).

Los bisfenoles y sus analogos tienen actividad de disruptor endécrino. Estos compuestos interfieren
con las hormonas? imitando su actividad, especialmente en la reproduccién (Maffini etal., 2006;
Molangiri et al., 2022). La estructura fendlica de los bisfenoles (Figura 5) imita a la del estradiol?, por lo
gue los bisfenoles también poseen actividad estrogénica, al afectar el eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal,;
esto conlleva a una disminucién de los niveles intratesticulares de testosterona durante la
esteroidogénesis en las células de Leydig, hormona importante en el mantenimiento de los caracteres

secundarios sexuales y en la espermatogénesis (Adegoke et al., 2020; Molangiri et al., 2022).

2 Producto de secrecidn de ciertas glandulas que, transportado por el sistema circulatorio, excita, inhibe o regula la
actividad de otros érganos o sistemas de 6rganos (RAE, s/f).

3 Hormona esteroidea (derivada del colesterol) que se sintetiza a partir de |a testosterona y regula la produccién de
espermatozoides, el livido y la funcién eréctil (Jewell & Biggers, 2023).
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HO OH

Figura 5. Estructura general de los bisfenoles. El grupo R representa a cualquier sustituyente, de acuerdo con lo
observado en el trabajo de Chen et al. (2016).

2.4.1 Bisfenol A

Un ejemplo de bisfenol que ha demostrado ser un disruptor enddcrino, es el bisfenol A, BPA, o 2,2-
Bis(4-hidroxyfenol), el cual fue reportado en 1891 por el quimico ruso Aleksandr Dianin y sintetizado por
primera vez por T. Zincke en Alemania en 1905, mediante la condensacién de dos moléculas de fenol con
una molécula de acetona en presencia de acido clorhidrico (Adegoke et al., 2020; Garcia & Gallego, 2015;
Huang et al., 2012).

Este compuesto se utiliza como un componente intermediario destinado a la fabricacion de
plasticos de policarbonato y resinas epoxi, las cuales se usan mucho en diversos productos de la vida
diaria, como en medios digitales (p. ej, CDs y DVDs), equipo electrénico, automdviles, papel térmico
(utilizado comunmente en recibos o “tickets” de compras), equipo médico (como selladores dentales),
retardantes de flama, objetos o recipientes destinados a entrar en contacto con los alimentos y bebidas
(envases, recubrimientos de conservas, platos, tazas, etc.), entre otros (Garcia & Gallego, 2015; Guerrero
Salazar & Ardila Martinez, 2016; Huang et al., 2012).

El mercado global del BPA se divide principalmente en resinas de policarbonato, resinas epoxi,
resinas de poliéster insaturado, retardantes de flama y otros; entre los cuales, la industria de resinas de
policarbonato es el principal consumidor y representé casi la mitad del mercado de BPA en 2021, seguido
por la industria de las resinas epdxicas (ChemAnalyst, 2023).

Debido a esto, existe una creciente demanda de esta sustancia como material polimerizante,
teniendo una Tasa de Crecimiento Anual Compuesta (CAGR, por sus siglas en inglés)* de 3.51% de 2022 al
2032. En un analisis de mercado del BPA se encontré que los principales productores de BPA en 2022
fueron Bayer AG, Kumho P&B Chemicals Inc y LG Chem, siendo Asia Pacifico, Europa y Norteamérica las

principales regiones que utilizan este compuesto en la industria. En este mismo analisis, se reportd que,

4 Tasa de crecimiento que muestra el incremento anual de una variable (p. ej., una inversién) durante un periodo de
tiempo superior a un afo (Calvente, 2021).
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en 2022, el tamafio del mercado® de bisfenol A fue de 5,600,000 toneladas, y se estima que la demanda
de este compuesto alcance los 8 millones de toneladas en los proximos 10 afios (ChemAnalyst, 2023).
2.4.2 Bisfenol S

La preocupacion por los efectos adversos del BPA en humanos y animales de laboratorio conllevd
a una regulacidn mas estricta de su uso y produccion, tanto en Norte América como en la Unidn Europea
(Chen et al., 2016) (Véase apartado 2.4.4 de la presente tesis).

Para cumplir con restricciones, regulaciones y recomendaciones a nivel mundial sobre el uso de
BPA, y para evitar sus efectos negativos sobre la salud, los fabricantes de pldstico y sus derivados lo han
reemplazado gradualmente con compuestos de naturaleza y estructura quimica similar (Figura 6), como
lo es el bisfenol-S, BPS, o bis(4-hydroxyphenyl)sulfona (Eladak et al., 2015).

El reemplazo de BPA por andlogos de bisfenoles, como el BPS, el BPF (4,4’-metilendifenol) o el BPAF
(4,4'-(hexafluoroisopropiliden)difenol), se ha dado mayoritariamente en la fabricaciéon de plasticos de
policarbonato y resinas epdxicas y, en total, se han documentado 16 analogos de bisfenoles para diversas

aplicaciones industriales (Chen et al., 2016).

O
OO
O
HO OH

BPA BPS

Figura 6. Comparacion de las estructuras quimicas del bisfenol A (BPA) y el bisfenol S (BPS). Ambos compuestos
comparten una estructura similar con dos grupos funcionales hidroxifenilo laterales (Chen et al., 2016).

El BPS es comiUnmente usado como intermediario para la fabricacién de pegamentos epodxicos,
recubrimientos de latas y papeles térmicos para recibos, asi como en poli (éter cetona éter sulfona)
sulfonada (S-PEKES, SPEEK), los cuales son polimeros con aplicaciones en celdas de combustible y como
aditivo en tintes y agentes de bronceados (Chen et al., 2016; Mahimai et al., 2022).

Hay una falta de informacién general sobre el uso de los analogos del BPA, pero diversos estudios
sugieren que la produccién y aplicacién de algunos analogos del BPA estd aumentando a nivel global (Chen

et al., 2016; M. Naderi et al., 2014).

5 Representa el valor de las ventas materializadas de un producto y/o servicio, ya sea en porcentajes o valores
absolutos, en funcién del volumen de ventas alcanzadas en un periodo determinado de tiempo. También puede
referirse al conjunto de personas y empresas que conforman un espacio para comercializar dichos bienes
y/o servicios (Afiez, s/f).
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La Agencia Europea de Sustancias Quimicas (ECHA, por sus siglas en inglés) reporta que la tasa anual
de fabricacion o importacién de BPS es de 10,000 a 100,000 toneladas en el darea econémica europea,
teniendo a empresas como BASF, Brunschwig Chemie, Lanxess, NetSun, entre otros, como principales
proveedores de este compuesto en Europa (ECHA, 2023; Geueke, 2014). Por otro lado, en el 2012 la
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés), reporté una lista de
8 fabricantes y/o importadores de BPS, registrando un volumen total de BPS de entre 454 y 4,540
toneladas por afio (Geueke, 2014).

Investigaciones recientes indican que la fuente dominante de exposicion a bisfenoles es mediante
la comida. En general, cuando una superficie pldstica que esta en contacto con alimentos es sometida a
calentamiento o estd en contacto con alimentos con naturaleza muy acida o basica, se promueve la
hidrdlisis de los enlaces éster que unen los mondmeros del bisfenol cuando esta presente en ella, por lo
gue se promueve la liberacién de estas sustancias al alimento. Las resinas epdxicas fabricadas con BSP son
utilizadas como revestimiento de latas metdlicas y envases para alimentos, por lo que este compuesto
puede filtrarse de estos materiales y contaminar los alimentos durante su almacenamiento (Molangiri

etal., 2022; L. H. Wu et al., 2018).

Ademads, el BPS es uno de los bisfenoles que menos se degrada ambientalmente debido a su alta
estabilidad y resistencia. La presencia de sus enlaces Unicos irrotacionales del grupo 0=5=0 (Figura 6)
provoca que este compuesto no se degrade en condiciones aerobias, que sea altamente resistente a la
biodegradacion y que su liberacién al ambiente pueda provenir incluso de los micro plasticos (por la
exposicion a rayos UV y/o liquidos calientes) y, por consiguiente, es dificil contrarrestar los efectos
adversos que el BPS puede provocar sobre la reproduccién (Cao et al., 2013; Fang et al., 2020; lke et al.,
2006).

En un estudio reciente, se evalud la concentracion de BPA y BPS (ademas de BPF y BPAF) en 616
muestras de orina de hombres y mujeres adultos, recolectadas en Estados Unidos durante diferentes
periodos entre los afos 2000 y 2014. Durante todo el tiempo de estudio, se observaron concentraciones
urinarias de BPA de 0.36-2.07 pg/L, la concentracion promedio mas alta fue la del afio 2010 y la mas baja
del 2014. Por otro lado, el BPS se observé en concentraciones urinarias de 0.17-0.25 pg/L a partir del afio

2009, la concentracidon mas alta fue la del afio 2014 y la mas baja en los afios 2010y 2011 (Ye et al., 2015).

Estos resultados reflejan la historia del cambio del uso de BPA por BPS en los Estados Unidos, debido
aque, en octubre de 2008, el gobierno de Canada consideré mundialmente al BPA como un tdxico quimico

por primera vez y anuncié la prohibicion de su uso en botellas de bebés. A partir de 2010, Canada también
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restringié su uso en contenedores y empaques de alimentos (Wu et al., 2018), lo cual provocé el cambio

progresivo de BPA por BPS en Norte América.

En otro estudio reciente, en varias de las grandes ciudades de China se recolectaron muestras de
sangre materna y del cordén umbilical bajo condiciones controladas, y se reportaron concentraciones de
BPS de 0.03-0.07 ng/mL y 0.08-0.04 ng/mL en suero materno y del cordon umbilical, respectivamente.
Estas concentraciones se detectaron con baja frecuencia (en 4 y 7 de 61 muestras respectivamente).
Ademas, se reportaron concentraciones de metabolitos del BPA, como el sulfato y el glucurdnido de BPA,
en muestras maternas (de 0.06 y 0.02 ng/mL, respectivamente) y en muestras de cordén umbilical (de

0.08 y 0.04 ng/mL, respectivamente), con una mayor frecuencia respecto al BPS (Liu et al., 2017).
2.4.3 Efectos de los bisfenoles A y S sobre la salud reproductiva masculina

El BPA ha demostrado tener afinidad por los receptores de los estrégenos y, por lo tanto, poseen
propiedades estrogénicas y anti-androgénicas. Por esta razon, el BPA es capaz de participar en varias vias
enddcrinas y afectar el sistema reproductivo, induciendo toxicidad en la proliferacién y mantenimiento
de varios tipos celulares, incluyendo células germinales testiculares (Garcia & Gallego, 2015; Karmakar et

al., 2020).

Ademas, en las Ultimas décadas, algunos estudios que exploran el mecanismo fisioldgico de la
actividad tdxica del BPA, han encontrado una relacién directa entre el estrés oxidante®y los efectos
dafinos del BPA en células y tejidos (in vitro e in vivo), pues se ha visto que, tanto el BPA como el BPS,
inducen estrés oxidante en el testiculo, al aumentar la cantidad de especies reactivas de oxigeno (EROS),
la produccién de radicales libres’ y la peroxidacidn lipidica, y al disminuir la actividad de enzimas
antioxidantes. Esto, a su vez, podria afectar la espermatogénesis en la rata, y por consiguiente la calidad
y cantidad espermatica (Amjad et al., 2020; Amraoui et al., 2018; Ullah et al., 2016, 2021; Yousaf et al.,
2016).

A continuacidn, se presenta una tabla comparando las dosis probadas, animal de experimentacién

y efecto sobre la salud reproductiva masculina.

5 Desequilibrio entre los sistemas oxidantes y los antioxidantes, a favor de un dafio potencial (Hicks et al., 2006).
7 Se refiere a cualquier especie capaz de existir de forma independiente y que contiene uno o mas electrones
desapareados (electrones que ocupan un orbital atdmico o molecular por si mismo) (Diaz Cruz, s/f).
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Tabla 1. Efectos del bisfenol A (BPA) y el bisfenol S (BPS) sobre la salud reproductiva masculina.

Duracion del

Sujeto de .
s .g o sjtu dio tratamiento,
s = Dosis y via de Tipo de edad al’ dia de Efecto sobre la salud
o 2 administracion | exposicion ... extraccion del reproductiva masculina
@ ] inicio, n por ..
(2 rubo tejido de
grup estudio

° Disminucion de la

capacidad antioxidante total
_ testicular, testosterona sérica,
= . indice de Johnsen (IM) de los
o Rata albina , , . )
S5 15 dias, tubulos seminiferos y nimero

: macho . : .

Tu 100 mg/kg Directa adulto. 6-8 extraccion en | de células de Leydig.
3] pc/d, oral ! dia 16 (PND . Deformacion de los
“ semanas, . -
= =5 58-72). tubulos seminiferos y su
§ arquitectura.

. Interrupcidn de las
etapas de la
espermatogénesis.

° Alteracion en

Perinatal produccion diaria de esperma
en ambas dosis y morfologia
N dosificacion "
&) espermatica alterada solo en
3 Del GD 18de | >P°™
S 0.5 05 mg/kg arata Rata Wistar | £gal PND 5 de | 9°5'S @'te-
= . F1 extraccion ° Disminucion de la
2 pc/d, Wistar macho (F1), en PND 90 de | 21tura epitelial de los tibulos
< é subcutanea hembra, PND 0, n=6 F1 seminiferos 'y aumento del
= £ didmetro luminar en ambas
3 PND 90 dosis.

(FO) . Deformacién de los
tubulos seminiferos y su
arquitectura.

° Desorganizacion del
epitelio de los tdbulos
seminiferos y acumulacién de
CG inmaduras en el lumen.

. . Aumento del espacio

— .

o Rata Wistar entre CS-CS y CS-CG vy

o De 14 a 28 L. .y

N 50, 100 0 200 , alteraciéon o desaparicion de

= ) macho dias, las UE

o mg/kg pc/d, Directa extracciénal | o oo ,

) adulta, ND, . ° Cambios degene-

S oral final de los rativos en células de Leydi

- n=12 dias 14 0 28 ; ydig

k% obvios acorde a la dosis
administrada.

3 Disminucion de los

niveles séricos de Ty LH, altura
epitelial, diametro del tubulo
seminifero y el IM.
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BPA

° Disrupcion de la BHT

= Cultivo de De 6 a 48 (disminucién de la expresion
+ horas, de Ocl, ZO-1, R-catenina)
Y = CS humanas L diant lacié la bai
g J 20 uM, NA Directa extraccion mediante regulacién a la baja
T S (HSeC), NA, celular al del RA (véase Figura AlV.3).
'-; finalizar las 6 . Disminucion del
g n=3 , iy
048 h. nimero de CS y su adhesién
celular.

° Dafio en la cantidad y
calidad del esperma.

. Defectos en la
espermatogénesis (etapas IX-
XIIl del CES principalmente).

3 Perturbacion de la

Rata . .
integridad de la BHT
= Sprague- (disminucién de expresion de
S 500100 Dawle 30 dias, Cl-11 y Cx43, aumento de N-
= mg/kg pc/d, Directa v extraccionen | cad y  R-catenina  sin
g | macho dia 31 (PND deslocalizacion de  estas
ora _ ‘
é adulto, PND 111-121) proteinas). -
° Desorganizacion de
80-90, n=8 citoesqueleto de microtubulos
y F-actina en CS (falla en
transporte de espermatides y
fagosomas a través del epitelio
seminifero) y  expresién
alterada de proteinas de union
a actina.

3 Disminucion de la
actividad de enzimas
antioxidantes (superdxido

Rat dismutasa, peroxidasa vy
ata catalasa) y aumento de EROS
§ Sprague- totales en tejido testicular.
S 1,5, 25,50 28 dias, . Reduccion de
= Dawley ., ., "
= ug/ke pc/d, Directa extraccion en | concentracion plasmatica de
- macho dia 29 (PND testosterona.
= oral 99-109 i -
K adulto, PND ) o . Alteraciones r?orfo
=) légicas de los tubulos
70-80, n=6 seminiferos testiculares.

3 Disminucion de la
altura epitelial testicular en las
dos dosis mas altas (25 y 50
ug/kg pc/d).
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BPAy BPS

Ullah et al. (2021)

0.5, 5,50
ug/kg pc/d,
oral en botella

de agua.

Directa

Ratas
Sprague-
Dawley
macho, PND
22, n=8.

48 semanas
(del PND 23 al
359),
extraccion en
PND 359

3 Reduccion de
actividad de enzimas
antioxidantes y aumento en
niveles de lipoperoxidacion vy

EROS.

° Disminucion de T, LH
y FSH en plasma y aumento de
estradiol plasmatico en dosis
altas.

3 Cambios en la
histologia testicular,
disminucion del drea cubierta
por los tubulos seminiferos,
diametro de tdbulos y altura
epitelial en la dosis mas alta.

. Reduccion del
numero de espermatocitos y
espermatides.

Molangiri et al. (2022)

0.4, 4y 40

ug/kg pc/d,

oral.

Perinatal,
dosificacién
arata
Wistar
hembra,
PND 97
(FO)

Rata Wistar
macho (F1),
PND 0, n=4

18 dias (del
GD4 al GD21
de FO),
extraccion en
PND 90 de F1

. Aumento de niveles
plasmaticos de testosterona
por dosis baja de BPS y dosis
alta de BPA

° Diferencias
morfoldgicas en los tubulos
seminiferos en las tres dosis
probadas de ambos
bisfenoles.

° Disminucion del
diametro tubular y altura
epitelial por BPA y BPS.

BP: bisfenol; BPA: bisfenol A; BPS: bisfenol S; CES: ciclo del epitelio seminifero; CG: células germinales; CS: células de
Sertoli; EROS: especies reactivas de oxigeno; FSH: hormona foliculo estimulante; GD: dia gestacional; IM: indice de
Johnsen; LH, hormona luteinizante; NA: No aplica; ND: No determinado; pc: peso corporal; PND: dia postnatal; T:
testosterona.

Es importante mencionar que el BPA, y los disruptores enddcrinos en general, siguen un
comportamiento particular en sus curvas de dosis-efecto, pues a mayores dosis no siempre se obtiene un
mayor efecto, e incluso a veces se observa que tienen mayores efectos nocivos con dosis menores; por lo
gue es de interés, evaluar y analizar los efectos que tienen lugar a concentraciones muy bajas (Garcia &

Gallego, 2015; Vandenberg et al., 2012).
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24.4 Regulacion del consumo de los bisfenoles
En los ultimos afios, los estudios y la preocupacion por los efectos del BPA sobre la salud han crecido
considerablemente, convirtiendo al BPA en un tema central para la prensa, en muchas publicaciones
cientificas y en opiniones de autoridades competentes; esto ha provocado que actualmente exista una
gran variedad de productos en el mercado con leyendas como “libre de BPA” o “BPA free”, sobre todo en

articulos que estan destinados a tener algiin contacto con alimentos o bebidas (Garcia & Gallego, 2015).

Para lograr una regulacién en el uso industrial de disruptores (o probables disruptores) enddcrinos,
organizaciones como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés), la
Agencia Europea de Sustancias y Mezclas Quimicas (ECHA) y la Agencia de Proteccidn ambiental de
Estados Unidos (USEPA), han determinado los niveles maximos de la exposicion para evitar la toxicidad
de los bisfenoles en la poblacidn. En la Tabla 2 se enlistan los limites o dosis maximas recomendadas para
la exposicion de BPA y BPS por via oral, establecidos por estas agencias regulatorias.

Tabla 2. Limites establecidos o dosis recomendadas para el consumo de bisfenol Ay bisfenol S por diversas
agencias regulatorias.

EFSA (2015) IDT: 4 pg/kg pc/d

ECHA (2011) Transferencia E:l| alimento de no mas d.e 0.05 mg/kg
BPA de materiales en contacto con alimento.

RfD: 0.05 mg/kg pc/d
USEPA (1988) LOAEL: 50 mg/kg pc/d
NOAEL: 5 mg/kg pc/d

EFSA (2020) NOAEL: 60 mg/kg pc/d
LOAEL: 180 mg/kg pc/d

IDT: Ingesta diaria tolerable®; RfD: Dosis oral de referencia®; LOAEL: Nivel mas bajo de efectos adversos
observados; NOAEL: Nivel de efectos adversos no observados.

8 Estimacidn de la cantidad de una sustancia en el aire, alimento o agua potable que no se afiade deliberadamente
(p. ej., contaminantes) y suele ingerirse diariamente a lo largo de la vida sin riesgos visibles a la salud (EFSA, 2020).
% Estimado de la exposicion diaria a la poblacién humana (incluyendo a los grupos sensibles) que es probable que no
tenga un riesgo apreciable o efectos deletéreos durante toda la vida (USEPA, 1988).
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Es importante destacar que, si bien existen datos de NOAEL y LOAEL para el bisfenol S (Tabla 2), su
uso actualmente no se encuentra restringido en la produccién de ningun tipo de articulo plastico, e incluso
es considerado como seguro en articulos de uso repetido que entran en contacto con alimentos (FDA,

2023; Geueke, 2014).

Finalmente, a pesar de las evidencias expuestas con respecto a los efectos de los bisfenoles sobre
la reproduccion, y de las recomendaciones de autoridades médicas en el mundo, es relevante mencionar
qgue, hasta el momento, las comisiones gubernamentales en México no han modificado las Normas
Oficiales Mexicanas vigentes, como la NOM-130-SSA1-1995%°, |a NOM-002-SSA1-1993%%, y la NOM-131-
SSA1-2012%2, las cuales, en general, regulan el tipo de uso y la cantidad de materiales utilizados en la

fabricacion de productos plasticos y el recubrimiento de latas destinadas al almacenamiento de alimentos.

10 Norma Oficial Mexicana NOM-130-SSA1-1995, Bienes y servicios. Alimentos envasados en recipientes de cierre
hermético y sometidos a tratamiento térmico. Disposiciones y especificaciones sanitarias (Diario Oficial de la
Federacion, 1997).

11 proyecto de Norma Oficial Mexicana NOM-002-SSA1-1993, Salud ambiental-Bienes y servicios. Envases metalicos
para alimentos y bebidas. Especificaciones de la costura. Requisitos sanitarios (Diario Oficial de la Federacién, 1993).
12 Norma Oficial Mexicana NOM-131-SSA1-2012, Productos y servicios. Férmulas para lactantes, de continuacion y
para necesidades especiales de nutricién. Alimentos y bebidas no alcohdlicas para lactantes y nifios de corta edad.
Disposiciones y especificaciones sanitarias y nutrimentales. Etiquetado y métodos de prueba (Diario Oficial de la
Federacion, 2012).
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2.5 Efecto de antioxidantes como atenuantes de la toxicidad reproductiva

Dados los efectos nocivos producidos por los bisfenoles, se han realizado esfuerzos por contar con
alternativas que contrarresten o aminoren las consecuencias de la exposicion a este tipo de compuestos.
Existen diversos estudios que muestran que los bisfenoles (BPA y BPS) generan estrés oxidante en el
testiculo, y en otros tejidos como el higado y los rifiones, por lo que se ha evaluado el uso de
antioxidantes®® para disminuir su toxicidad (Amjad et al., 2020; Amraoui et al., 2018; Rahman et al., 2019;

Ullah et al., 2016).

En general, los antioxidantes se clasifican en dos grupos: antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos. Ambos grupos son capaces de regular las reacciones generadas por radicales libres y ROS por
diferentes mecanismos. El primer grupo incluye enzimas enddgenas como la superéxido dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT) y la glutatiéon peroxidasa, mientras que el segundo grupo incluye, por ejemplo, a las
vitaminas E, Ay C, glutation (GSH), los flavonoides, carotenoides, melatonina, entre otros (Amjad et al.,
2020).

Se ha observado que antioxidantes no enzimaticos (como el acido félico, GSH, melatonina, vitamina
C, selenio, vitamina E, entre otros) ayudan a atenuar los efectos nocivos producidos por el BPA (Amjad et
al., 2020; Amraoui et al., 2018; Gules et al., 2019; Rahman et al., 2019). Por ejemplo, Haroun et al. (2016)
observaron que la vitamina C reduce la hepatotoxicidad y nefortoxicidad causada por el BPA, en ratas
tratadas con 25 mg/kg pc/d de BPA y dosis de 60 y 5.5 mg/kg pc/d de vitamina C durante 6 semanas.
Srivastava & Gupta (2018) observaron que la vitamina E, en dosis de 4 mg/100 g pc/d, protegi6 de la
apoptosis a las células testiculares y el esperma epididimal en ratas expuestas a 5, 50 y 100 pg/100 g pc/d
de BPA, después de una exposicion de 3 meses a ambos tratamientos en conjunto. Wu et al. (2013)
observaron que la melatonina, en una dosis 10 mg/kg pc/d, reparo el dafio al DNA en células germinales

al suprimir el estrés oxidante en ratas tratadas con 200 mg/kg pc/d de BPA durante 10 dias.

En el presente estudio, nos centramos especificamente en la vitamina E y el dcido félico dado que
son antioxidantes no enzimaticos que pueden suplementarse facilmente en la dieta, y que han mostrado
contrarrestar los efectos adversos del BPA sobre la reproduccion masculina como se describe a

continuacion.

13 Agentes reductores que previenen reacciones celulares de oxidacién, contrarrestando en muchas ocasiones el
estrés oxidante o la sobreproduccidn de EROS en células y tejidos (Amjad et al., 2020; Rahman et al., 2019)
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2.5.1 VitaminaE

Las formas naturales de la vitamina E (VE) son ocho moléculas lipofilicas, de las cuales cuatro son
tocoferoles y cuatro son tocotrienoles, siendo el a-tocoferol la forma predominante de la VE en tejidos.
Estas formas naturales son sintetizadas por plantas; el a-tocoferol estd presente en algunas frutas,
vegetales y semillas de plantas y los tocoferoles a y y también estdn presentes en muchos aceites

comestibles (p. ej., aceites de maiz, soya y cacahuate).

La VE en el cuerpo humano es esencial para la mayoria de los procesos metabdlicos que previenen
la peroxidacién lipidica, y tiene un rol importante en procesos antiinflamatorios, la inhibicién de Ia
agregacion plaquetaria y el correcto funcionamiento del sistema inmune (Amraoui et al., 2018), por lo que
la deficiencia de VE, generalmente causada por una mala absorcién o digestion de las grasas, ha mostrado
tener graves efectos en la salud; por ejemplo, se ha visto que la deficiencia de esta vitamina puede
producir dafios a los nervios y musculos, debilitamiento del sistema inmune, fibrosis quistica, ataxia'4,

entre otros efectos (Jiang, 2014; NIH, 2021).

Este antioxidante ha demostrado tener efectos protectores frente a los dafios causados por el
bisfenol A; por ejemplo, Amraoui et al., (2018) observaron que el selenio y la vitamina E en conjunto
restauran la toxicidad hepatica producida por las EROS generadas por el BPA en ratas después de
administrar 0.5 y 100 mg/ kg de dieta de selenio y vitamina E, respectivamente, con 10 mg/kg pc de BPA
durante 3 semanas. Asi mismo, Rahman et al. (2019) observaron que una exposicién durante 6 horas a
100 puM de BPA induce una disminucién en la movilidad espermdtica y un elevado estrés oxidante en
ratones, y que estos parametros mostraron niveles normales después de una exposicion a 100 uM de BPA

con 2mM de VE durante 6 horas.

4 Trastorno motor que se caracteriza por dificultar la coordinacién de los movimientos voluntarios, alterando su
velocidad y precision (Clinica Mayo, 2022).
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2.5.2 Acido Félico

El acido folico (AF), folato o vitamina B9, se refiere a un grupo de compuestos solubles en agua
llamados vitameros. En conjunto, los vitdameros de AF desempefian funciones importantes en el
metabolismo del carbono, incluida su participacion en las vias biosintéticas de aminoacidos y acidos
nucleicos, por lo que el AF es un factor clave para la replicacién celular y el metabolismo intermediario®.
Las células animales no poseen la capacidad de sintetizar la estructura fundamental del AF, por lo que
dependen de fuentes exdgenas de este nutriente, proviniendo principalmente de los alimentos (de
vegetales crudos y carnes, principalmente) y del AF sintetizado por la microbiota del intestino grueso

(Naderi & House, 2018).

La deficiencia de AF en el cuerpo humano puede producirse por una ingesta inadecuada, por una
mala absorcién o por el uso de algunos farmacos, y puede causar diarrea, confusién y anemia
megalobldstical®. Ademds, la deficiencia de AF durante el embarazo aumenta el riesgo de defectos

congénitos del tubo neural y, tal vez, de otros efectos cerebrales en el feto (Johnson, 2022).

Respecto a la capacidad del AF para contrarrestar los efectos adversos del BPA sobre la
reproduccion masculina, Gules et al. (2019) observaron que el tratamiento con 20 mg/kg pc/d de AF
minimiza los efectos toxicos provocados por la administracién de 50 mg/kg pc/d BPA durante 14 dias,
pues el AF mostré aumentar la altura del epitelio seminifero, reducir el nUmero de células positivas a
apoptosis, aumentar los niveles séricos de testosterona y mejoras sobre la viabilidad y motilidad

espermatica respecto al grupo tratado con BPA.

15 También llamado metabolismo energético, mas conocido por rutas metabélicas como la glucdlisis, glucogénesis,
lipdlisis, lipogénesis, entre otros (Gonzdlez et al., 2015).

6 Tipo de anemia macrocitica que se caracteriza por la escasa produccidon de gldbulos rojos completamente
funcionales debido a la inhibicidn de la sintesis del ADN (Johnson, 2022).
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3. Planteamiento del problema

Si bien el efecto del BPA sobre la reproduccion ha sido ampliamente estudiado, los estudios con
BPS son limitados. Asi mismo, el efecto atenuante de antioxidantes sobre los efectos nocivos producidos
por el BPS no ha sido investigado, a pesar de mostrar resultados prometedores respecto a la toxicidad

reproductiva del BPA.

El reemplazo progresivo del BPA por el BPS en la industria, la falta de regulacién del uso de BPS en
productos de uso comun, la alta estabilidad y resistencia de este compuesto, asi como su casi nula
degradacion ambiental, en combinacidn con los reportes de efectos toxicos reproductivos similares entre
el BPS y el BPA, generan la necesidad de garantizar que no se esta reemplazando un producto quimico

peligroso por otro igual de téxico.
4. Hipétesis

Con base en los efectos documentados que producen el bisfenol A y el bisfenol S (BPS) sobre la
morfologia testicular y la expresién de proteinas de la barrera hematotesticular (BHT), se piensa que, la
exposicién de ratas macho a una dosis alta y una dosis baja de BPS provocara alteraciones diferentes en
la histoarquitectura de los tubulos seminiferos, en la expresion de proteinas de la BHT y del receptor de
andrégenos, y se espera que la administracidon de vitamina E y acido félico atente los efectos nocivos

producidos por el BPS.
5. Preguntas de investigacion

éLa exposicion de ratas macho al BPS produce efectos nocivos sobre la expresién de proteinas de

la BHT y el receptor de andrégenos y la histoarquitectura de los tubulos seminiferos?

¢El acido félico (AF) y la vitamina E (VE) son capaces de atenuar las posibles alteraciones producidas

por el BPS sobre los efectos evaluados?
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6. Objetivo general

Evaluar los efectos de la administracidn del BPS sobre la morfologia testicular y la expresién de
proteinas de la BHT y el receptor de andrdgenos en ratas macho Wistar adultas y conocer si el suministro

de VE o AF contrarresta la posible toxicidad reproductiva inducida por el BPS.

6.1. Objetivos particulares
I.  Evaluar si la administracién oral de 0.05 6 100 mg/kg pc/d de BPS a largo plazo:
e Provoca alteraciones sobre la histoarquitectura de los tubulos seminiferos, al evaluar los
indices de maduracién e histopatoldgico, asi como el area del epitelio seminifero.
e (Causa alteraciones sobre la expresion de las proteinas de la BHT de uniones estrechas
(z0-1, 20-2, CI-3, CI-11), de especializaciones ectoplasimicas (N-cad), de uniones comunicantes
o “gap” (Cx-43) y el receptor de andréogenos mediante la técnica de Western Blot.
II. Analizar la histoarquitectura del testiculo y la expresidn de las proteinas de la BHT y el receptor
de andrdgenos después de administrar 100 mg/kg pc/d de VE 6 20 mg/kg pc/d de AF junto con ambas
dosis de BPS y determinar si estos compuestos atentan los posibles efectos nocivos producidos por el

BPS.
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7. Materiales y métodos.

7.1 Animales

El manejo y cuidado de los animales se realizd con base en las directrices de la Ley Mexicana de
Proteccién Animal, con la aprobacidon del Comité Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México y de
acuerdo con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999%, Las ratas cepa Wistar
macho se alojaron en cajas de policarbonato con viruta de madera (previamente esterilizadas en
autoclave), con tarjetas de identificacion de acuerdo con el inciso 4.6 (identificacion y registro) de la NOM-
062-Z00-1999, con un maximo de dos ratas por caja. Los animales se mantuvieron en un ciclo de luz :
oscuridad de 12:12 h con alimento comercial (Tekland Global Rodent Diet) y agua ad libitum. El agua se
suministré en botellas de vidrio para evitar la migracion de compuestos presentes en botellas de plastico

al agua potable.

7.2 Diseiio del estudio

En el estudio se incluyeron ratas macho cepa Wistar sanas de 21 dias de edad con un peso corporal
entre 60 y 80 g; se excluyeron aquellos animales que presentaran signos de enfermedad durante el
transcurso del proyecto.

Se seleccionaron 27 ratas sanas, las cuales fueron distribuidas aleatoriamente en nueve grupos

(n=3) como sigue:

=

Control.

Dosis alta de bisfenol S (BPSH).

Dosis alta de bisfenol S con 4acido félico (BPSH+AF).
Dosis alta de bisfenol S con vitamina E (BPSH+VE).
Acido félico (AF).

Vitamina E (VE).

Dosis baja de bisfenol S (BPSL).

Dosis baja de bisfenol S con acido félico (BPSL+AF).
Dosis baja de bisfenol S con vitamina E (BPSL+VE).

WO NOO LU RWN

Al grupo control se le administraron Unicamente los vehiculos utilizados para disolver el AF y el BPS
(solucidn salina y aceite de oliva, respectivamente). La dosis alta de bisfenol S (BPSH) corresponde a una
dosis de 100 mg/kg pc/d, mientras que la dosis baja (BPSL) corresponde a 0.05 mg/kg pc/d. La dosis de AF
fue de 20 mg/kg pc/d y la de VE (a-tocoferol) fue de 100 mg/kg pc/d.

7 Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccidn, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (Diario Oficial de la Federacion, 1999).
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Todos los grupos fueron dosificados diariamente, durante 4 meses, desde el dia postnatal (PND) 21
hasta el dia 151, por via oral. Durante este tiempo, se realizd6 un monitoreo del peso de cada animal dos

veces a la semana para ajustar las dosis del tratamiento, como se muestra en la Figura 7A y B.

Debido a que los disruptores enddcrinos tienen un comportamiento particular en sus curvas dosis-
efecto (pues a veces se obtienen efectos importantes a partir de dosis muy bajas) se evaluaron dos dosis
de BPS: una alta y una baja. La dosis alta de BPS se selecciond tomando en cuenta el trabajo de Wu et al.
(2021), en donde se observaron alteraciones en las proteinas de la BHT con 100 mg/kg pc/d de este mismo
compuesto y la dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d) se selecciond de acuerdo con la dosis oral de
referencia del BPA sefialada en la Tabla 2, dado que actualmente no se cuenta con datos de esta dosis
para el BPS. Asi mismo, la dosis de VE se selecciond de acuerdo con lo reportado por Amraoui et al. (2018)
y Rahman et al. (2019) en donde se observé que, una dosis de 100 mg/kg pc/d de este compuesto, atenua
los efectos tdxicos reproductivos producidos por BPA. Finalmente, la dosis de AF se eligié con base en el
trabajo reportado por Gules et al., (2019), donde se observd que una dosis de 20 mg/kg pc/d de este

compuesto atenud los efectos toxicos reproductivos producidos por el BPA.

Después del PND 151, los animales se pesaron y fueron sacrificados por decapitacion con guillotina
y exsanguinacion bajo anestesia al administrar por via intraperitoneal (i.p.) de 32.4 mg/kg pc de
pentobarbital sdédico, de acuerdo con el inciso 9.5.3.3. de la NOM-062-Z00-1999. A los animales se les
disecaron los testiculos y ambos fueron pesados (como se muestra en la Figura 7C y D). Un cuarto del
testiculo derecho de cada animal se fijéo en medio Karnovsky modificado al 4% para su posterior inclusion
en EPON, con el fin de realizar un entrenamiento de la morfologia de los tubulos seminiferos y para
determinar el indice de maduracion (IM) de éstos. La mitad del testiculo izquierdo extraido de cada animal
se fijo con paraformaldehido (PFA) al 4%, seguido de su inclusion en parafina para evaluar la morfometria
de los tubulos seminiferos mediante la evaluacion del indice histopatolégico (IHP) y del area del epitelio
seminifero (AES). Un cuarto de cada testiculo de cada animal se almacend a -70°C hasta su analisis
bioquimico para la cuantificacién de las proteinas Cl-11, CI-3, Cx43, ZO-1, Z0-2, Ocl, N-cad y el receptor

de andrdgenos (RA) en la barrera hematotesticular (BHT) mediante la técnica de Western-Blot.

No se observaron diferencias significativas en el peso de las ratas mientras se llevaba a cabo la
administracion de ambas dosis de BPS y/o el AF o VE respecto al grupo control (Figura 7A 'y B) y tampoco
se observaron diferencias en el peso de los testiculos de los animales tratados con ambas dosis de BPS
y/o el AF o VE, respecto al grupo control, al finalizar el periodo de administracion de estos compuestos

(Figura 7Cy D).
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Figura 7. Monitoreo del peso de los animales de estudio y peso de sus testiculos. (A) peso de las ratas durante el
tratamiento con ambas dosis de BPS y el antioxidante AF. (B) peso de los animales durante el tratamiento con ambas
dosis de BPS y el antioxidante VE. (C) peso del testiculo izquierdo de los animales tratados con ambas dosis de BPS y
ambos antioxidantes. (D) peso del testiculo derecho de los animales tratados con ambas dosis de BPS y ambos
antioxidantes. Los resultados se presentan como el promedio + EEM. No se presenta ninguna diferencia significativa
en ningun peso evaluado (p<0.05) de acuerdo con el analisis estadistico realizado mediante la prueba de ANOVA de
una via seguida de una comparacién mdltiple de Tukey. n= 3 animales por tratamiento. AF: Acido félico (20 mg/kg
pc/d); BPS: Bisfenol S; BPSH: Dosis alta de BPS (100 mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d); VE:
Vitamina E (100 mg/kg pc/d).

Nota: Resultados obtenidos por la Dra. Sheila Pefia y Olga Ruiz para evaluar la relacion del efecto de los bisfenoles y
antioxidantes con el peso de los animales; asi como la localizacién de las proteinas de la BHT en el testiculo de los
animales tratados.

7.3 Histologia del tejido

7.3.1 Inclusion en resina epdxica (EPON 812)

Las muestras de testiculo se fijaron durante una noche en medio Karnovsky modificado pH 7.3
(Vigueras-Villasefior et al., 2009), y posteriormente fueron seccionadas longitudinalmente de tal forma
gue los tubulos seminiferos quedaran extendidos. A las secciones cortadas se les realizaron cuatro lavados
de 30 minutos (min) con amortiguador de cacodilato de sodio 2M, se postfijaron con tetréxido de osmio
(Os04) al 1% durante 1 h y se deshidrataron con soluciones con concentraciones ascendentes de etanol

(60, 70, 80, 90, 96 y 100%), realizando 2 lavados de 10 min en cada una.
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Después, los tejidos se dejaron en dxido de propileno durante 1 h y se impregnaron gradualmente
con diluciones de resina EPON: éxido de propileno 1:2, 1:1y 2:1 y después en resina pura durante 24 h
cada uno. Los tejidos se acomodaron en sus respectivos moldes y se incluyeron en resina fresca a 60°C

durante toda la noche (Véase Anexo |. Reactivos preparados para la histologia del tejido)

Finalmente, se desmoldaron los bloques, se cortaron transversalmente con 1 um de espesor con
un ultra UCT microtomo (Leica), y se tifieron con azul de toluidina al 0.5% para su evaluacién al

microscopio.

Debido a complicaciones en la fijacion de tejido (véase Figura 13D y E), las evaluaciones de area del
epitelio seminifero e indice histopatoldgico se tuvieron que realizar con otro método de fijacién y tincion

como se describe a continuacion.

7.3.2 Inclusién en parafina

Los testiculos se fijaron por inmersion con PFA al 4% durante 24 h, se lavaron con amortiguador
salino de fosfatos (PBS) 1X (Véase Anexo 1), realizando cuatro cambios de 30 min cada uno (c/u) y se
colocaron en el histoquinet para deshidratarlos con soluciones con concentraciones ascendentes de
etanol (EtOH). Los tejidos se aclararon con xilol y se incluyeron en bloques de parafina. Los bloques se
cortaron transversalmente con un microtomo (Leica), generando cortes de 5 um de espesor, los cuales
fueron estirados en un bafio de flotacion con agua destilada (H.0d) a 37°C y recuperados en laminillas

gelatinizadas, las cuales se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E) para su evaluacién al microscopio.

Para la tincién H&E, las laminillas se desparafinaron durante 30 min en un horno a 60°C, se
sumergieron en xilol, en EtOH/xilol (1:1) y en soluciones con concentraciones descendentes de EtOH (100,
96 y 70%) durante 5 min en c/u. Posteriormente, las laminillas se lavaron con H,0d, se dejaron 5 min en
hematoxilina, se lavaron con agua de la llave y con H,0d, se dejaron 5 min en eosina y posteriormente se
sumergieron en soluciones con concentraciones ascendentes de EtOH (70, 80, 96 y 100%), en EtOH/xilol

(1:1) y en xilol, durante 2 min en c/u. Las laminillas tefiidas se montaron con medio Entellan.

7.4 Morfometria de los tubulos seminiferos

El analisis histoldgico se realizdé usando un microscopio de luz Olympus BX 51 y se analizaron 50
tubulos seminiferos por animal, con n=3 animales por tratamiento. La evaluacién se llevé a cabo de forma
ciega, de tal forma que el evaluador no conocia el tratamiento que tuvo el animal al momento de llevar a

cabo la observaciéon al microscopio.
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Los tubulos seminiferos se clasificaron en tres intervalos de acuerdo con las XIV etapas del CES en

la rata (Figura 3) como sigue:

» Primer intervalo: Etapa | a VII (Figura 8A).
» Segundo intervalo: Etapa VIII - IX temprana (Figura 8B).

» Tercer intervalo: Etapa IX tardia - XIV (Figura 8C).

En la Figura 8 se muestra una imagen representativa de la arquitectura del epitelio seminifero en

cada intervalo establecido en la clasificacion por etapas del CES.

Figura 8. Clasificacion de los tubulos seminiferos de acuerdo con los tres intervalos establecidos de las etapas del
CES. Tincion H&E de cortes transversales de 5 um de espesor del testiculo de ratas control. (A) Imagen representativa
de las etapas I-VII del CES. (B) Imagen representativa de las etapas VIII-IX* del CES. (C) Imagen representativa de las
etapas IX**-XIV del CES. IX*: Etapa IX temprana del CES; IX**: Etapa IX tardia del CES; H&E: Hematoxilina-Eosina; Sc:
espermatocitos, Sg: espermatogonias, St: espermatides, Stz: espermatozoides. Barra = 50 um. Imagenes en 20x.
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7.4.1 Determinacion del indice de maduracidn en el epitelio de los tibulos seminiferos

Se le asignd un valor a cada tubulo seminifero evaluado, de acuerdo con la escala establecida por

Johnsen (1970), como se muestra a continuacion:

= Valor 1: No hay células en el tibulo seminifero.

= Valor 2: No hay células germinales, sdlo estdn presentes las células de Sertoli.

= Valor 3: Presencia Unicamente de espermatogonias.

= Valor 4: Pocos espermatocitos presentes (5 por tubo).

= Valor 5: Gran cantidad de espermatocitos presentes.

= Valor 6: Presencia de pocas espermatides.

= Valor 7: Gran cantidad de espermatides sin ningun tipo de diferenciacién.

= Valor 8: No hay espermatozoides maduros, presencia de espermatides maduras en
diferenciacion.

= Valor 9: Espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides.

= Valor 10: Espermatogénesis completa con gran cantidad de espermatozoides.

El valor en la escala del indice de maduracién (IM) se determina asignando un valor por tubulo
seminifero, siendo el puntaje maximo de 10 y el minimo de 1 con magnitud adimensional. Un tubulo con

valor de 10 esta completamente desarrollado (maduro) y un tubulo con valor de 1 no estda maduro.

7.4.2 Determinacion del area del epitelio seminifero

Se midieron el area de los tubulos seminiferos (ATS) y el area interna o del lumen de los tubulos
seminiferos, con el programa ImagelJ (National Institutes of Health; NIH). El 4rea del epitelio seminifero

(AES) se expresa en um?y se determiné al restar el drea interna al ATS.

7.4.3 Determinacion del indice histopatolégico en el epitelio de los tubulos seminiferos

Se le asignd un puntaje a cada tubulo seminifero evaluado, utilizando una escala del 1 al 6, segln el dafio

observado, de acuerdo con lo establecido por Vigueras-Villasefior, et al. (2009) como sigue:

= Valor 1: plegamiento de la ldmina basal, descamacién celular.

= Valor 2: vacuolizacién epitelial, células multinucleadas, picnosis.
= Valor 3: tubulos sin espermatides.

= Valor 4: tubulos sin espermatocitos.

= Valor 5: tubulos sin espermatogonias.

= Valor 6: ausencia de todo tipo celular.

El indice histopatoldgico (IHP) se determina como la suma del puntaje obtenido por tubulo

seminifero, con una magnitud adimensional.
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Es importante aclarar que cada caracteristica mencionada tiene un valor individual. Por ejemplo,
un tubulo con plegamiento de la ldmina basal y descamacidn celular tiene un puntaje total de 2, mientras
que un tubulo con descamacién celular, picnosis!®y células multinucleadas tiene un puntaje de 5. Los
puntajes minimos por obtener son de 0 (cuando un tubulo seminifero no presenta ningln dafio), o de 1
(cuando un tubulo seminifero solo presenta plegamiento de la lamina basal o descamacion celular), los
cuales pueden indicar un deterioro leve del tubulo seminifero. El puntaje maximo por obtener es de 26
(cuando un tubulo seminifero presenta todas las caracteristicas antes mencionadas), lo cual puede indicar
un deterioro grave en la morfologia del tibulo seminifero. Este indice siempre debe tener estudios
complementarios que ayuden a aclarar si el dafio observado sobre la morfologia testicular es causado por
agentes externos (como son los toxicos reproductivos), o si es debido a cambios o deterioros fisioldgicos

inherentes a la salud de cada animal, como la edad, la dieta, ente otros.

En la Figura 9 se ilustran los parametros evaluados para determinar el IHP, tomando como ejemplos

imagenes representativas de tubulos seminiferos tratados con ambas dosis de BPS.

18 Se conoce como picnosis a los cambios visibles en el nicleo celular, caracterizados por condensacién de la
cromatina y contraccion del nuicleo en respuesta a un dafio celular. En la mayoria de los casos, la picnosis se asocia
con la muerte celular, especialmente en casos de apoptosis (Lifeder, 2023).
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Figura 9. Parametros para la determinacion del indice histopatolégico. Tincién H&E de cortes transversales de 5
um de espesor del testiculo de ratas tratadas con BPSL (A y C) o BPSH (B y D) durante 4 meses. (A) Ampliacién de un
tubulo seminifero que presenta plegamiento de la lamina basal (flecha roja) y descamacion celular (la flecha amarilla
sefala células en el lumen del tubulo seminifero que fueron desprendidas del epitelio). (B) Ampliacién de un tubulo
seminifero que presenta vacuolizacién epitelial (flechas naranjas), células multinucleadas (flechas verdes) y picnosis
(flecha azul). (C) Ampliacidon de un tubulo seminifero que no tiene espermatides (flecha morada), descamacion
celular (flecha amarilla) y picnosis (flecha azul). (D) Ampliacion de un tdbulo seminifero que presenta una ausencia
de todo tipo celular en el epitelio seminifero (la flecha rosa sefiala una ausencia de epitelio seminifero pegado a la
ldmina basal), lamina basal plegada (flecha roja) y descamacién celular (flecha amarilla), lo cual indica una previa
existencia de epitelio. BPS: bisfenol S; BPSH: Dosis alta de BPS (100 mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg
pc/d); CL: Célula de Leydig; H&E: Hematoxilina-Eosina. Barra = 50 um. Imagenes en 20 y 60x.
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7.5 Cuantificacion de las proteinas de la BHT mediante la técnica de Western Blot

7.5.1 Extraccion de proteina

Se prepard el amortiguador de lisis de radio inmunoprecipitacion o “RIPA” (PBS 1X, NP-40 1%,
deoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, inhibidor de proteasas 1%) y se colocaron 200 pL en cada microtubo
para evitar que el tejido se degrade, se pesaron las muestras de testiculo congelado y se dejaron
descongelando en hielo. Una vez descongelados, los tejidos se colocaron en tubos de ensayo y, de acuerdo
con lo reportado por Tian et al. (2018), se les afiadid 1 mL de amortiguador de lisis por cada 130 mg de

tejido pesado.

Se homogeneizaron las muestras con 3 pulsos de 10 segundos a maxima potencia, limpiando el
cabezal del equipo con agua destilada entre cada muestra. Las muestras se centrifugaron a 14,000 g
durante 20 min a 4°C. El sobrenadante fue separado, etiquetado y guardado a -20°C hasta su

cuantificacion.

7.5.2 Cuantificacidon de proteinas mediante el método de Bradford
7.5.2.1 Curva patréon

Se prepard una solucién madre que contenia 10 mg de albimina de suero bovino (BSA) en 1 mL de
agua desionizada (H,0dd), de la cual se tomaron 10 pL y se aforaron a 100 pL para generar una solucién

Stock de BSA con una concentracién de 1 mg/mL.

Se prepard la siguiente curva patrén:

Tabla 3. Curva patrén para la cuantificacidon de proteinas totales mediante el método de Bradford.

0 0 10
0.5 0.5 9.5
1 1 9
2 2 8
3 3 7
4 4 6
5 5 5

BSA: Albumina de suero bovino; H,Odd: Agua desionizada.
Se afiadieron las cantidades mencionadas en la Tabla 3 en orden de derecha a izquierda en una

placa de 96 micropozos por duplicado.
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7.5.2.2 Preparacion de las muestras

El sobrenadante extraido en la seccidon 497.5.1 Extraccion de proteina fue descongelado para hacer
una dilucion 1:10 con amortiguador de lisis (dilucién A). Después, a la dilucidn A se le realizé una dilucién
2:10 con H,0dd (diluciéon B), de la cual se tomaron 10 ulL y se colocaron en la placa de 96 micropozos por

duplicado.
7.5.2.3 Cuantificacion

El reactivo de Bradford se preparé al momento, realizando una dilucion 1:5 del reactivo
concentrado (500-0006, Biorad) con H,0dd. El reactivo diluido se mezclé homogéneamente y se filtré con

un filtro de 0.22 um manteniéndolo siempre en hielo.

Se afiadieron 200 uL de reactivo de Bradford a cada micropozo de la placa, la cual contenia tanto
las muestras de la curva patrén (Tabla 3) como la dilucién B de las proteinas extraidas de los testiculos. El
reactivo se mezclé con la micropipeta en cada pozo, sin introducir burbujas a la placa. La mezcla se dejé
incubar durante 5 min y se determind la absorbancia de las muestras y de la curva patrén en un lector de

placas (Epoch, Biotek) a 595 nm.

7.5.3 Electroforesis SDS-PAGE

Para la Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE, por sus siglas
en inglés) se utilizo el equipo de Mini-PROTEAN® Tetra Cell (165-8006, BioRad), con el fin de separar las
proteinas en las muestras del testiculo.

Una vez separadas, las proteinas fueron transferidas del gel de poliacrilamida a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDF), usando el equipo Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (170-

3935, BioRad). Para un esquema general del proceso, véase el Anexo II.
7.5.3.1 Preparacion de los geles

Se limpiaron ambos vidrios del equipo con EtOH al 75%; al vidrio corto se le realizé una marca 1 cm
por debajo del peine. Se pusieron los vidrios bien alineados en el bastidor y se ajustaron los marcos en el

soporte (Figura All.1a).

En un tubo falcon se preparé el gel separador a concentraciones de 10% (para separar Cl-11 y CI-3),
8% (para el RA) o 15% (para separar Ocl, Cx-43, N-cad, ZO-1 y Z0-2), de acuerdo con las cantidades

sefialadas en el Anexo IllA: preparacién de reactivos para el Western Blot.
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La mezcla se depositd entre ambos vidrios hasta la marca del vidrio corto y se afiadié una cantidad
suficiente de alcohol isopropilico para cubrir la parte superior del gel, con el fin de impedir el contacto

con el aire, eliminar posibles burbujas formadas y alinear el gel con la marca en el vidrio.

Se dejo polimerizar el gel durante 15 minutos y, para todas las proteinas, se prepard el gel
concentrador al 5% (Anexo IlIA). Cuando el gel separador polimerizo, se retir6 el alcohol isopropilico, se
enjuagé el gel con H,0d y se secd cuidadosamente el espacio restante entre ambos vidrios con papel filtro

cuidando de no tocar el gel.

Se agregod el gel concentrador sobre el gel separador polimerizado entre los vidrios, hasta llegar a
la parte superior del vidrio corto. Inmediatamente después, se colocé el peine de 10 pozos de 1 mm de
grosor sobre el gel concentrador. Este ultimo se dejé polimerizar con el peine durante 15 min (Figura

All.1b).
7.5.3.2 Preparacion de las muestras

Se prepard una muestra de cada grupo tratado por cada gel. De acuerdo con la cuantificacidn de
proteina total en las muestras, se tomé lo equivalente a 30 pg de proteina de cada muestra y se coloco
en microtubos etiquetados en hielo. Después, se afiadio la cantidad correspondiente de amortiguador de

carga 5x (Anexo 1lIB) en cada tubo, y todos los tubos se mezclaron con el Vortex y se centrifugaron.

Finalmente, se desnaturalizaron las proteinas colocando las muestras en agua hirviendo durante 10
minutos e inmediatamente después se colocaron en hielo durante otros 10 minutos. En caso de observar

residuos en las muestras, estas se volvieron a centrifugar antes de cargar el gel.
7.5.3.3 Ensamblaje del médulo de electroforesis y carga de las muestras

Se colocaron los vidrios en el marco de sujecién, con los vidrios cortos mirando hacia adentro. Se
ajustaron los vidrios hasta el tope inferior y se aseguraron con los brazos del marco. El marco con los
vidrios se colocé en el tanque, cuidando que coincidiera la marca roja del tanque con la marca roja del

marco (Figura All.1c).

Se llend el marco de sujecién con amortiguador de corrida 1x (Anexo IIIC), se observé que el marco

no tuviera fugas ni burbujas y se llend el tanque hasta la marca de 2 geles.

Se retird el peine de los geles y se cargaron 7.5 pL de marcador de peso molecular (1610375, Biorad)

en el primer pozo de cada gel con una micropipeta; en los nueve pozos restantes se cargaron las
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cantidades equivalentes a 30 ug de proteina de cada muestra, en orden de izquierda a derecha,
cambiando de punta entre cada muestra y repeticién, siempre manteniendo las muestras en hielo (Figura

All.1d).

Una vez cargados los geles, se coloco la tapa del tanque, de tal forma que los conectores tipo
banana del marco de sujecion entraran en los conectores de la tapa. Se conectaron los cables a la fuente
de poder y se corrieron los geles a 60 V, hasta que el frente de corrida pasé del gel concentrador al gel
separador. Una vez ocurrido lo anterior, se cambid el voltaje a 110V y se continud el proceso hasta que el

frente de corrida llegd al final de gel sin salirse (Figura All.1e).

Al finalizar la electroforesis, se sacaron los geles cuidadosamente del marco de sujecion, se
separaron ambos geles con ayuda de la espatula del equipo y se desechd el gel concentrador (Figura
All.1f). El gel separador se equilibré con amortiguador de transferencia (Anexo IlID), junto con los papeles

filtro y las fibras para la transferencia, durante 20 minutos.
7.5.4 Transferencia

Mientras los papeles filtro, fibras y geles se equilibraban en amortiguador de transferencia, se
activaron las membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) con metanol durante 15 segundos (o hasta
gue se observé un cambio de blanco a traslucido), después se enjuagaron con H,Od durante 2 minutos y

al final se dejaron al menos 5 minutos en amortiguador de transferencia.

Se montaron los componentes en el cassette, formando el sandwich de transferencia (Figura All.2a)
y el cassette se montd en el médulo de transferencia, cuidando que el lado negro del médulo coincida con

el lado oscuro del cassette (Figura All.2b).

El mddulo se colocd en el tanque, cuidando nuevamente que los colores de los conectores tipo
banana del médulo coincidieran con los colores de los conectores de la tapa. El tanque se asentd en una
parrilla de agitacidn y se anadieron al tanque una barra de agitacién magnética y el mdédulo de
enfriamiento previamente congelado (Figura All.2c). El tanque se llené con amortiguador de transferencia

frio hasta la marca “blotting” y se puso a agitar el sistema (Figura All.2d).

Se colocé la tapa del tanque y se conectaron los cables a la fuente de poder, estableciendo una

corriente de 110 V durante una hora (Figura All.2e).
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7.5.5 Inmunoblot
7.5.5.1 Preparacion de anticuerpos y membranas

Se colocaron las membranas transferidas en recipientes con solucién de bloqueo, la cual consiste
en amortiguador tris salino-tween (TBS-T) con leche en polvo descremada al 10% (Anexo lIE/F), y se

incubaron durante una hora con agitacién constante a temperatura ambiente.

Mientras se bloqueaban las membranas, se prepararon las diluciones de anticuerpos primarios con
TBS-T para detectar las proteinas de interés, de acuerdo con la Tabla 4, tomando en cuenta un volumen

de 7 mL de anticuerpo diluido por membrana.

Tabla 4. Anticuerpos primarios y diluciones realizadas para la cuantificacion de las proteinas de interés.

Proteina de Peso molecular No. de Dilucion

Anticuerpo primario

interés aproximado (kDa) catalogo utilizada
cl-3 22 Lladin 3 Polyilonal 34-1700* 1: 1,000
Antibody
Claudin 11 Polyclonal * .
Cl-11 22 Antibody ® 36-4500 1: 1,000
Cx-43 43 Connexin 43 Polyclonal | = 7 76+ 2:1,000
Antibody
Occludin Monoclonal * :
Ocl 65 Antibody (OC-3F10) ™ 33-1500 1.5:1,000
Androgen Receptor ok i
RA 110 Antibody (441)™ sc-7305 1: 500
N-cadherin Monoclonal * .
N-cad 127 Antibody (389) ™ 33-3900 1: 1,000
Z0-2 160 Z0-2 Polyclonal Antibody ® 71-1400* 1: 1,000
Z20-1 225 Z0-1 Polyclonal Antibody ® 61-7300* 0.5: 1,000
GAPDH 37 SAERH Aggt;;c)l;emo (FL- | 25779 | 0.25:1,000

R: Anticuerpo de conejo (Rabbit). M: Anticuerpo de ratén (mouse).
*Proveedor Invitrogen. **Proveedor Santa Cruz Biotechnology.

Una vez transcurrido el tiempo de bloqueo, a cada membrana se le afadid el anticuerpo primario

diluido correspondiente y las membranas se dejaron incubar toda la noche con agitacidn constante a 4°C.

Al dia siguiente, a cada membrana se le realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS-T y se le afiadié

el anticuerpo secundario correspondiente (mouse anti-rabbit IgG-HRP o goat anti-mouse |gG-HRP sc-2357

0 sc-2005, respectivamente de Santa Cruz Biotechnology, segun sea el caso de acuerdo con lo indicado en
la Tabla 4), a una dilucién 1:1000, preparando 7 mL de anticuerpo secundario por membrana. Este

anticuerpo se dejé incubar durante una hora, seguido de 3 lavados de 10 minutos con TBS-T.
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https://www.thermofisher.com/antibody/product/Claudin-3-Antibody-Polyclonal/34-1700
https://www.thermofisher.com/antibody/product/Claudin-3-Antibody-Polyclonal/34-1700
https://www.thermofisher.com/antibody/product/Claudin-11-Antibody-Polyclonal/36-4500
https://www.thermofisher.com/antibody/product/Claudin-11-Antibody-Polyclonal/36-4500
https://www.thermofisher.com/antibody/product/Connexin-43-Antibody-Polyclonal/71-0700
https://www.thermofisher.com/antibody/product/Connexin-43-Antibody-Polyclonal/71-0700
https://www.thermofisher.com/antibody/product/Occludin-Antibody-clone-OC-3F10-Monoclonal/33-1500
https://www.thermofisher.com/antibody/product/Occludin-Antibody-clone-OC-3F10-Monoclonal/33-1500
https://www.scbt.com/p/ar-antibody-441
https://www.scbt.com/p/ar-antibody-441
https://www.thermofisher.com/antibody/product/N-cadherin-Antibody-clone-3B9-Monoclonal/33-3900
https://www.thermofisher.com/antibody/product/N-cadherin-Antibody-clone-3B9-Monoclonal/33-3900
https://www.thermofisher.com/antibody/product/ZO-2-Antibody-Polyclonal/71-1400
https://www.thermofisher.com/antibody/product/ZO-1-Antibody-Polyclonal/61-7300
https://www.scbt.com/p/gapdh-antibody-fl-335?requestFrom=search
https://www.scbt.com/p/gapdh-antibody-fl-335?requestFrom=search
https://www.scbt.com/p/mouse-anti-rabbit-igg-hrp?requestFrom=search
https://www.scbt.com/p/goat-anti-mouse-igg-hrp?requestFrom=search

7.5.5.2 Revelado y cuantificacion de proteinas.

Una vez lavado el anticuerpo secundario, se prepard la solucidon reveladora con el sustrato
Immobilon quimio luminiscente de peroxidasa de rabano picante (HRP) (WBKLS0500, Merck Millipore),
para lo cual se mezclaron cantidades iguales de solucidn de peroxidasa y del reactivo luminol (1 mL de
cada uno por membrana). Después, se tomaron las membranas con unas pinzas y a cada una se le retird
el exceso de TBS-T por capilaridad con un papel absorbente y se cubrié homogéneamente con la soluciéon
reveladora preparada, protegiendo el reactivo de la luz en todo momento y dejando actuar el reactivo por

lo menos 5 minutos.

Utilizando el escaner para quimioluminiscencia LI-COR C-DiGit y el software Image Studio Digits Ver
5.2, se realizé el revelado de las membranas, colocandolas en la zona de escaneo, sobre una hoja de
acetato con la cara que estuvo en contacto directo con el gel hacia abajo. Después, se les puso otra hoja
de acetato encima y a cada membrana se le ejercié una leve presidon con los dedos, realizando
movimientos lentos sobre toda la superficie, con el fin de retirar cualquier burbuja de aire, siempre

evitando que las membranas se secaran durante el proceso.

Se cerré el equipo y se llevd a cabo el escaneo de cada membrana por separado, con el escanery
software antes mencionados, los cuales al finalizar el escaneo arrojan una imagen con bandas oscuras que
representan las proteinas de interés. Las bandas de cada proteina fueron identificadas por su tamafo
aproximado con respecto al marcador de peso moleculary, finalmente, fueron cuantificadas por densidad

Optica con el mismo programa.

Una vez finalizada la cuantificacidn de la proteina de interés, las membranas se colocaron con unas
pinzas en recipientes, con el lado que estuvo en contacto directo con el gel hacia abajo, y se les eliminaron
los restos de solucidn reveladora al lavarlas 2 veces con TBS-T, durante 10 minutos c/u. Las membranas
se bloquearon nuevamente durante 1 hora con la solucién de bloqueo y se les colocé el anticuerpo que
reconoce la proteina Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la cual es usada como control de
carga, a una dilucidn de 0.25:1,000 para todas las membranas (Tabla 4). Se repitieron los procesos de

lavados, incubacidn con el anticuerpo secundario (mouse anti-rabbit IgG-HRP, dilucién 1:1,000), revelado

y cuantificacion descritos anteriormente.
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7.6 Analisis estadistico de los datos.
Los resultados se presentaron como el promedio * error estandar de la media (EEM) de todos los
datos obtenidos de la morfometria de los tubulos seminiferos y de la densidad dptica de las membranas

obtenidas por Western Blot.

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el programa GraphPad Prism versién 8.0.2. A los
datos se les realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguida de una prueba de comparacion
multiple de Tukey, en el caso de los resultados de la morfometria de los tibulos seminiferos, o de Dunnett,
en el caso de los resultados de densidad optica de las membranas obtenidas por western blot,

considerando una diferencia estadisticamente significativa con un valor de significancia de p<0.05.
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8. Resultados

8.1 Morfometria de los tibulos seminiferos

En la Tabla 5 se presentan los resultados de la cuantificacion del indice de maduracién (IM) de los
tubulos seminiferos. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos tratados
respecto al control, por lo que no se detectd un efecto adverso producido por el tratamiento con ninguna

de las dos dosis de BPS o con los antioxidantes evaluados durante el CES en este indice.

Tabla 5. Cuantificacion del indice de maduracién (IM) o de Johnsen de los ttibulos seminiferos. Los
resultados se presentan como el promedio + EEM, ordenados por antioxidante probado y de acuerdo con
los rangos de etapas del CES establecidos.

Control 8.72 £0.09 9.87 £ 0.05 8.55+0.11
AF 8.73+0.11 9.87 £0.05 8.44+0.10
BPSH 8.54+0.11 9.87 £0.04 8.54+0.12
BPSH+AF 8.68+0.13 9.69 +0.06 8.31+0.08
BPSL 8.84+0.11 9.86 + 0.04 8.46+0.10
BPSL+AF 8.42 +0.10 9.95+0.03 8.26+0.08

Control 8.72 +0.09 9.87 +0.05 8.55+0.11
VE 8.63+0.11 9.81+0.06 8.38+0.08
BPSH 8.54+0.11 9.87 £ 0.04 8.54+0.12
BPSH+VE 8.49+0.13 9.88 + 0.05 8.58+0.11
BPSL 8.84+0.11 9.86 + 0.04 8.46+0.10
BPSL+VE 8.74+0.13 9.92+0.03 8.8+0.12

IX*: Etapa IX temprana del CES; IX** Etapa IX tardia del CES; AF: Acido félico (20 mg/kg pc/d); BPS: bisfenol S; BPSH:
Dosis alta de BPS (100 mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d); VE: Vitamina E (100 mg/kg pc/d). Se
evaluaron 50 tubulos por animal, n= 3 animales por tratamiento.
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En las Figuras 10, 11 y 12 se muestran imagenes representativas de los tubulos seminiferos en los
rangos de etapas del CES evaluados (I-VII, VIII-IX y IX*-XIV, respectivamente), de ambas dosis de BPS y
ambos antioxidantes administrados en el presente estudio, con el fin de representar tanto los resultados

del area del epitelio seminifero (AES), como del indice histopatolégico (IHP).

En estas figuras se observd que, en general, los tratamientos con ambas dosis de BPS y ambos
antioxidantes, asi como sus respectivas combinaciones, reducen el AES en las diferentes etapas del CES, y
gue las caracteristicas evaluadas para determinar el IHP varian en cada tubulo seminifero evaluado. Por
ejemplo, en el rango de etapas I-VIl y VIII-IX* todos los tratamientos presentaron al menos dos
caracteristicas evaluadas para determinar el IHP respecto al grupo control (Figura 10 y 11 B-I), mientras
que, al igual que el grupo control (Figuras 10-12A), en el rango de etapas IX**-XIV el tratamiento con dosis
baja de BPS (BPSL) no presentd ninglun dafio (Figura 12C), aunque en estas etapas el resto de los

tratamientos presentaron al menos dos caracteristicas evaluadas respecto al grupo control.

Si bien en las Figuras 10, 11 y 12 se presentan imagenes que representan lo que ocurria con mas
frecuencia en cada tratamiento, en general se observé una alta heterogeneidad en los resultados de
morfometria, exceptuando el grupo control, pues cada tubulo seminifero evaluado para cada tratamiento
presentaba diferencias en el nivel de dafio observado y se observaron morfologias epiteliales diferentes
después de realizar una comparacién entre imagenes del mismo grupo experimental con ambas técnicas

de fijacién y tincion utilizadas en el presente estudio (véase apartado 7.3 Histologia del tejido).

Enla Figura 13 se demuestra un poco esta heterogeneidad, pues se observé que, si bien en el grupo
control se observd un epitelio similar en ambas tinciones realizadas (Figura 13Al y All), en los demas
tratamientos se apreciaban diferencias en el epitelio de un mismo tratamiento. Por ejemplo, en la Figura
13B (que corresponde al tratamiento con BPSH) se observan diferencias, pues en la Figura 13BI se muestra
un epitelio descamado, mientras que en la Figura 13Bll el epitelio se ve normal. Esto mismo ocurre con
las Figuras 13Cl y 13Cll. Finalmente, en la Figura 13E se resalta el error en la fijacion que causé que en el
presente proyecto se tuviera que trabajar con dos técnicas de fijacién y tincidon diferentes, pues, a
diferencia de un tejido bien fijado con la misma técnica (Figura 13D), esta figura presenta burbujas entre
la [dmina basal y el epitelio del tubulo seminifero mostrado, las cuales pueden interferir al determinar el

AES y el IHP.
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Figura 10. Imagenes representativas del AES e IHP de los tubulos seminiferos en el rango de etapas | a VII del CES
de los grupos tratados con ambas dosis de BPS y ambos antioxidantes. Tincion H&E de cortes transversales de 5
um de espesor del testiculo de ratas tratadas con BPS y/o AF o VE durante 4 meses. (A) Grupo control; (B) BPSH; (C);
BPSL; (D) AF; (E) BPSH+AF; (F) BPSL+AF; (G) VE; (H) BPSH+VE; (I) BPSL+VE. Las flechas negras simbolizan el grosor de
los tubulos seminiferos para denotar el AES; las flechas de colores indican las caracteristicas evaluadas para
determinar el IHP como previamente se sefialé en la Figura 9 (las flechas amarillas sefialan descamacion celular, las
flechas rojas plegamiento de la membrana basal, las verdes células multinucleadas, las naranjas vacuolizacién
epitelial y la flecha azul picnosis celular). AES: drea del epitelio seminifero; AF: Acido félico (20 mg/kg pc/d); BPSH:
Dosis alta de BPS (100 mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d); CES: ciclo del epitelio seminifero;
H&E: Hematoxilina-Eosina; IHP: indice histopatoldgico; VE: Vitamina E (100 mg/kg pc/d). Se muestra una imagen de
cada tratamiento en 20x. Se evaluaron 50 tubulos por animal, n= 3 animales por tratamiento. Barra = 50 um.
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Figura 11. Imagenes representativas del AES e IHP de los tubulos seminiferos en el rango de etapas VIII a IX
temprana del CES de los grupos tratados con ambas dosis de BPS y ambos antioxidantes. Tincién H&E de cortes
transversales de 5 um de espesor del testiculo de ratas tratadas con BPS y/o AF o VE durante 4 meses. (A) Grupo
control; (B) BPSH; (C); BPSL; (D) AF; (E) BPSH+AF; (F) BPSL+AF; (G) VE; (H) BPSH+VE; (I) BPSL+VE. Las flechas negras
simbolizan el grosor de los tubulos seminiferos para denotar el AES; las flechas de colores indican las caracteristicas
evaluadas para determinar el IHP como previamente se sefialé en la Figura 9 (las flechas amarillas sefalan
descamacién celular, las flechas rojas plegamiento de la membrana basal, las verdes células multinucleadas, las
naranjas vacuolizacién epitelial y la flecha azul picnosis celular). AES: drea del epitelio seminifero; AF: Acido félico
(20 mg/kg pc/d); BPSH: Dosis alta de BPS (100 mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d); CES: ciclo del
epitelio seminifero; H&E: Hematoxilina-Eosina; IHP: indice histopatoldgico; VE: Vitamina E (100 mg/kg pc/d). Se
muestra una imagen de cada tratamiento en 20x. Se evaluaron 50 tubulos por animal, n=3 animales por tratamiento.
Barra = 50 um.
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Figura 12. Imagenes representativas del AES e IHP de los tibulos seminiferos en el rango de etapas IX tardia a XIV
del CES de los grupos tratados con ambas dosis de BPS y ambos antioxidantes. Tincién H&E de cortes transversales
de 5 um de espesor del testiculo de ratas tratadas con BPS y/o AF o VE durante 4 meses. (A) Grupo control; (B) BPSH;
(C); BPSL; (D) AF; (E) BPSH+AF; (F) BPSL+AF; (G) VE; (H) BPSH+VE; (I) BPSL+VE. Las flechas negras simbolizan el grosor
de los tubulos seminiferos para denotar el AES; las flechas de colores indican las caracteristicas para determinar el
IHP como previamente se sefialé en la Figura 9 (las flechas amarillas sefialan descamacién celular, las flechas rojas
plegamiento de la membrana basal, las verdes células multinucleadas, las naranjas vacuolizacion epitelial y la flecha
azul picnosis celular). AF: Acido félico (20 mg/kg pc/d); BPSH: Dosis alta de BPS (100 mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja
de BPS (0.05 mg/kg pc/d); CES: ciclo del epitelio seminifero; H&E: Hematoxilina-Eosina; VE: Vitamina E (100 mg/kg
pc/d). Se muestra una imagen representativa de cada tratamiento en 20x. Se evaluaron 50 tubulos por animal, n=3
animales por tratamiento. Barra = 50 um.
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Figura 13. Imagenes representativas de la heterogeneidad de los resultados presentados y errores en la fijacion
del tejido. Tincion H&E (Al, Bl y Cl) o azul de toluidina 0.5% (All, Bll, Cll, Dy E) de cortes transversales de 5y 1 um de
espesor, respectivamente, de los grupos experimentales: control (Al y All); BPSH (Bl y Bll); BPSH+VE (Cl y Cll); AF (D)
y BPSL+AF (E). Las imagenes Al y All muestran un epitelio normal, similar entre ambas tinciones. Las imagenes Bl y
Cl muestran un epitelio descamado, mientras que Bll y Cll muestran un epitelio normal; La imagen E muestra una
mala fijacidn del tejido (sefialado con un circulo rojo) a comparacion de un tejido bien fijado (imagen D). En todas
las imagenes se observan todos los tipos celulares presentes durante las etapas VIII-IX del CES. AF: acido fdlico (20
mg/kg pc/d); BPS: bisfenol S; BPSH: Dosis alta de BPS (100 mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d);
CES: ciclo del epitelio seminifero; CS: célula de Sertoli; H&E: Hematoxilina-Eosina; Sc: espermatocitos; Sg:
espermatogonias; St: espermatides; Stz: espermatozoides; VE: vitamina E (100 mg/kg pc/d). Barra =50 um. Imagenes
en 20y 60x.
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Respecto al drea del epitelio seminifero (AES), en las Figura 14A, By C, se observé que la dosis alta
de BPS (BPSH) disminuyé el AES respecto al grupo control en todas las etapas del CES. En cambio, la dosis
baja de BPS (BPSL) no produjo, por si sola, un cambio significativo en el AES respecto al grupo control.
Ambos antioxidantes evaluados disminuyeron, por si solos, el AES respecto al grupo control en los tres

rangos de etapas estudiados.

En todas las etapas del CES, los animales tratados con la dosis alta de BPS y AF (BPSH +AF) no
presentaron una mayor reduccién del AES respecto al grupo tratado con BPSH (Figura 14A-C). Este mismo
comportamiento se observé en el grupo tratado con BPSH y VE (BPSH+VE) en todas las etapas del CES

(Figura 14D-F).

El tratamiento conjunto de BPSL+AF produjo una disminucién del AES respecto al grupo control y
respecto al grupo tratado con BPSL en todas las etapas del CES (Figura 14A-C). Esto mismo se observo al
tratar a los animales con BPSL+VE durante las etapas VIII-IX* del CES, pues este grupo disminuyd el AES
respecto al grupo control y al BPSL (Figura 14E). En cambio, durante las etapas I-VIIl y IX**-XIV del CES, el
tratamiento conjunto de BPSL+VE tuvo el mismo comportamiento que la dosis alta con este antioxidante
(BPSH+VE), pues disminuyé el AES respecto al grupo control, mas no respecto al grupo BPSL (Figura 14D
yF).
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Figura 14. Cuantificaciéon del AES, en los diferentes rangos de etapas del CES establecidos para la evaluacion
morfoldgica de los tubulos seminiferos. (A-C) AES de los animales tratados con ambas dosis de BPS y el antioxidante
AF. (D-F) AES de los animales tratados con ambas dosis de BPS y el antioxidante VE. (A y D) Etapas | a VII del CES.

(B y E) Etapas VIl a IX temprana del CES. (Cy F) Etapas IX tardia a XIV del CES. Los resultados se presentan como el
promedio + EEM. Las barras que no comparten una misma letra son significativamente diferentes entre ellas
(p<0.05), de acuerdo con el analisis estadistico realizado mediante la prueba de ANOVA de una via seguida de una
comparaciéon multiple de Tukey. n= 3 animales por tratamiento. IX*: Etapa IX temprana del CES; IX**: Etapa IX tardia
del CES. AES: area del epitelio seminifero; AF: Acido félico (20 mg/kg pc/d); BPSH: Dosis alta de BPS (100 mg/kg pc/d);
BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d); CES: Ciclo del epitelio seminifero; VE: Vitamina E (100 mg/kg pc/d).
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En la Figura 15 se observa que, durante todas las etapas del CES, el tratamiento de los animales con
ambas dosis de BPS aumenté el indice histopatoldgico (IHP) de los tubulos seminiferos respecto al grupo
control. Asi mismo, durante las etapas I-VIl y VIII-IX* del CES, el antioxidante VE provocé un aumento en
el IHP respecto al grupo control (Figura 15D y E). Sin embargo, este grupo presentd valores similares del
IHP respecto al grupo control durante las etapas IX**-XIV del CES (Figura 15F). Por el contrario, el
tratamiento con AF no provocd cambios en el IHP respecto al grupo control en ninguna etapa del CES

(Figura 15A-C).

En el rango de etapas I-VII del CES, el AF promovié un efecto protector en el IHP de los tubulos
seminiferos contra los efectos dafinos provocados por la exposicion a la dosis baja de BPS, pues el IHP del
tratamiento conjunto de BPSL+AF disminuyd respecto al grupo tratado solo con BPSL, llegando a valores
similares al grupo control (Figura 15A). En el caso de la dosis alta, el AF no presentd un efecto protector,
ya que el grupo tratado conjuntamente con BPSH+AF presentd valores del IHP similares al grupo BPSH
(Figura 15A). Por el contrario, la VE solo presenté un efecto protector en el IHP al ser administrado de
forma conjunta con la dosis alta del BPS, pues el grupo de BPSH+VE exhibié una disminucién significativa
respecto al grupo tratado con BPSH, también llegando a valores similares al grupo control, mientras que

el grupo de BPSL+VE no mostré diferencias respecto al grupo BPSL (Figura 15D).

En el rango de etapas VIII-IX* del CES, ambos antioxidantes presentaron un efecto protector en el
IHP contra los efectos dafiinos provocados por ambas dosis de BPS. Si bien los tratamientos de BPSH+AF
y BPSH+VE aumentaron el IHP respecto al grupo control, en ambos casos se observd una disminucidn
respecto al grupo tratado con BPSH (Figura 15B y E). Mientras tanto, los tratamientos con BPSL+AF y
BPSL+VE disminuyeron el IHP respecto al grupo tratado con BPSL (Figura 15B y E).

En el rango de etapas IX**-XIV del CES, ambos antioxidantes también presentan un efecto protector
sobre el IHP contra los efectos perjudiciales de ambas dosis de BPS. Si bien los tratamientos de BPSH+AF
y BPSL+VE aumentaron del IHP respecto al grupo control, ambos tratamientos redujeron el IHP respecto
a las dosis de BPS correspondiente (Figura 15C y F). De forma semejante, los tratamientos BPSH+VE y
BPSL+AF disminuyeron los valores del IHP respecto a su respectiva de BPS, mostrando valores semejantes

a los del grupo control (Figura 15Cy F).
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Figura 15. Cuantificacion del IHP en los diferentes rangos de etapas del CES establecidos para la evaluacion
morfoldgica de los tubulos seminiferos. (A-C) IHP de los de los animales tratados con ambas dosis de BPS y el
antioxidante AF (D-F) IHP de los animales tratados con ambas dosis de BPS y el antioxidante VE. (A y D) Etapas | a VII
del CES. (By E) Etapas VIl a IX temprana del CES. (C y F) Etapas IX tardia a XIV del CES.Los resultados se presentan
como el promedio + EEM. Las barras que no comparten una misma letra son significativamente diferentes entre ellas
(p<0.05), de acuerdo con el analisis estadistico realizado mediante la prueba de ANOVA de una via seguida de una
comparacion multiple de Tukey. Se evaluaron 50 tubulos por animal, n= 3 animales por tratamiento IX*: Etapa IX
temprana del CES; IX**: Etapa IX tardia del CES. AF: Acido félico (20 mg/kg pc/d); BPSH: Dosis alta de BPS (100 mg/kg
pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d); CES: ciclo del epitelio seminifero; IHP: indice histopatoldgico; VE:
Vitamina E (100 mg/kg pc/d).
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8.2 Expresion de las proteinas de la BHT y del receptor de andrégenos
Por medio de la técnica de Western Blot, se evalud el efecto que tuvo la administracién de las dos
diferentes dosis de BPS y los antioxidantes estudiados sobre la expresién de las proteinas!® de la BHT y el
receptor de andrégenos (RA) en el testiculo de los animales tratados. El andlisis se realizd por triplicado,
usando en cada ocasion el tejido de un animal diferente de cada tratamiento (n=3). Cada uno de los
resultados se cuantificd por medio de la evaluacién de la densidad éptica de las bandas obtenidas para

cada proteina evaluada, y fue corregida con la densidad éptica del control de carga GAPDH.

Solamente se detectaron cambios estadisticamente significativos sobre la expresion de la proteina
Z0-1 en la BHT de los grupos tratados con ambas dosis de BPS y ambos antioxidantes, respecto al grupo
control. La mayoria de los tratamientos, con excepcion del tratamiento con vitamina E (VE), indujeron una
disminucioén significativa de la expresidon de esta proteina respecto al grupo control (Figura 16 y 17). El
grupo que presentd la disminucién mas importante fue el tratado con la dosis alta de BPS (BPSH). La
coadministracién de BPSH con cualquiera de los dos antioxidantes (BPSH+AF o BPSH+VE) tendid a
aumentar la expresion de ZO-1 respecto al grupo BPSH, aunque esto no fue significativo (Figura 16y 17).
En contraste, la coadministracion de la dosis baja de BPS (BPSL) con cualquiera de los dos antioxidantes

(BPSL+AF o BPSL+VE) no cambié la expresion de ZO-1, respecto al grupo BPSL (Figura 16y 17).

No se observaron cambios significativos sobre la expresidn de las demas proteinas evaluadas, pero

se observaron tendencias a aumentar o disminuir su expresién como se indica a continuacion.

La expresidn de la CI-3 no cambié demasiado en los animales tratados con ambos antioxidantes
respecto a los animales del grupo control (Figura 16 y 17). Los tratamientos con BPS aumentaron la
expresion de esta proteina en el testiculo respecto al grupo control, aunque este aumento no fue
significativo. La dosis alta de BPS aumenté mas la expresion de la Cl-3 respecto a la dosis baja (Figura 16
y 17). La administracion conjunta de BPS con acido félico (AF) provocé un comportamiento diferente
dependiente de la dosis de BPS aplicada. Mientras que en el grupo de la dosis alta de BPS (BPSH+AF) se
observé un aumento de la expresién de la Cl-3 respecto al grupo BPSH, en el grupo de la dosis baja de BPS
(BPSL+AF) se detectd una disminucion de la expresidén de esta proteina (Figura 16). En el caso de la
administracién conjunta del BPS con vitamina E (VE), en ambas dosis de BPS se advirtié que la

administracién de VE indujo un incremento en la expresion de la CI-3 respecto a los grupos tratados

1 Para la presente tesis, el término “expresion de proteina” hace referencia a la cantidad total de dicha proteina
presente en el testiculo de rata al momento del sacrificio de los animales.
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solamente con BPS (Figura 17). Los cambios observados en la coadministracién de ambas dosis de BPS

con ambos antioxidantes tampoco fueron significativos.

En el caso de la CI-11, mientras que el 4cido félico (AF) no cambié demasiado la expresion de esta
proteina en el testiculo (Figura 16), la vitamina E (VE) disminuyd su expresion, aunque no de forma
significativa (Figura 17). Ambas dosis de BPS disminuyeron la expresion de esta proteina en el testiculo,
pero la diferencia no fue significativa. Al llevar a cabo el tratamiento conjunto de BPS con los
antioxidantes, se presentd un comportamiento similar al observado en la CI-3. El tratamiento conjunto de
ambas dosis de BPS+VE indujo un aumento en la expresion de esta proteina en los testiculos, respecto a
los grupos tratados solamente con el BPS (Figura 17). Esto mismo se observd en el grupo de la dosis alta
de BPS con 4cido félico (BPSH+AF), en el que se presenté un aumento en la expresion de la Cl-11 respecto
al grupo BPSH, mientras que en el grupo de la dosis baja de BPS con este antioxidante (BPSL+AF) se
percibié una disminucién de la expresion respecto al grupo BPSL (Figura 16). Sin embargo, ninguno de

estos cambios fue significativo.

La expresion de la Cx-43 en el testiculo aumentd en todos los grupos tratados respecto al grupo
control (Figura 16 y 17), siendo el grupo del AF el que exhibié un aumento mas prominente (Figura 16),

aunque no lo suficiente para ser significativo.

Los niveles de expresion de Ocl en los grupos tratados fueron semejantes a los detectados en el
testiculo del grupo control, a excepcion de los grupos BPSH+AF, BPSL+AF y BPSL+VE en los que la expresion

de esta proteina fue menor, aunque no estadisticamente significativa (Figura 16 y 17).

Los dos antioxidantes evaluados (AF y VE) disminuyeron la expresién del receptor de andrégenos
(RA) en el testiculo respecto al grupo control, aunque esta diferencia no fue significativa (Figura 16 y 17).
El tratamiento con la dosis alta de BPS (BPSH) también redujo la expresién de esta proteina respecto al
grupo control. La coadministracion con BPSH+VE no cambié la expresidon del RA, mientras que el
tratamiento conjunto con AF produjo un ligero incremento de la expresion, ambas respecto al grupo BPSH
(Figura 16 y 17). En contraste, el tratamiento con la dosis baja de BPS (BPSL) produjo un ligero incremento
no significativo de la expresién del RA respecto al grupo control. El tratamiento conjunto de BPSL, tanto
con el acido félico como con la vitamina E, produjo un descenso en la expresion del RA, respecto al grupo

BPSL, siendo este descenso mas prominente en el co-tratamiento con vitamina E (Figura 16 y 17).

La expresion de la N-cad no presentd gran cambio en los grupos que solo fueron tratados con los

antioxidantes (AF o VE) (Figura 16 y 17). Se advirtié una disminucion en los niveles de esta proteina en el
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grupo que recibid la dosis alta de BPS (BPSH) respecto al grupo control, pero esta diferencia no fue
significativa. El tratamiento conjunto de BPSH y los antioxidantes produjo un efecto inverso. Mientras que
el tratamiento conjunto de BPSH+VE aumentd los niveles de N-cad respecto al grupo BPSH (Figura 17), el
tratamiento conjunto de BPSH+AF disminuyd auin mas la expresidon de esta proteina (Figura 16). Contrario
a la dosis alta de BPS, el tratamiento con la dosis baja de BPS (BPSL) produjo un ligero incremento de la
expresion de esta proteina respecto al grupo control. El acido félico (AF) produjo el mismo efecto en la
administracion conjunta con ambas dosis de BPS, disminuyendo la expresién de la proteina respecto al
tratamiento solo con el BPS correspondiente (Figura 16). Por otro lado, el tratamiento conjunto con
vitamina E (VE) produjo efectos contrarios con las diferentes dosis de BPS, disminuyendo ligeramente la
expresion de N-cad con la dosis baja (BPSL+VE) respecto al grupo BPSL y aumentandola con la dosis alta

(BPSH+VE) respecto al grupo BPSH (Figura 17). Ningiin cambio aqui mencionado fue significativo.

Los niveles de expresion de la proteina ZO-2 no se vieron muy afectados por el tratamiento con los
antioxidantes acido fdlico (AF) y vitamina E (VE), ni con el tratamiento con la dosis alta de BPS (BPSH)
(Figura 16). Sin embargo, el tratamiento con la dosis baja de BPS (BPSL) produjo una disminucién de los
niveles de expresién de esta proteina respecto al grupo control, aunque estas diferencias no son
significativas (Figura 16 y 17). El co-tratamiento con BPSH y alguno de los antioxidantes (BPSH+AF vy
BPSH+VE) provocé la disminucién de la expresion de esta proteina en la BHT, respecto al grupo tratado
con BPSH y al grupo control. En cambio, el co-tratamiento con BPSLy alguno de los antioxidantes (BPSL+AF
Y BPSL+VE) causd un aumento en la expresién de ZO-2 respecto al grupo BPSL, siendo este incremento
mds importante en el grupo tratado con VE, incluso regresando a niveles semejantes a los presentados

por el grupo control, pero sin presentar diferencias significativas (Figura 16 y 17).

Dada la complejidad de los grupos experimentales y tratamientos, en las figuras 16A y 17A se

presentaron bandas representativas de los diferentes Western Blot realizados.
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Figura 16. Expresion de las proteinas* de la BHT y del RA en el testiculo de los animales tratados con ambas dosis
de BPS y el antioxidante AF. (A) Bandas representativas de los diferentes Western Blot que se realizaron de las
proteinas de uniones estrechas (Cl-3, Cl-11, Ocl), de andamiaje (ZO-1 y Z0-2), unién “gap” (Cx43), especializacidn
ectopldsmica (N-cad) y RA con GAPDH como control de carga; (B) Andlisis cuantitativo de la densidad éptica relativa
de cada proteina respecto al control de carga (GAPDH) correspondiente para cada tratamiento. Las barras que no
comparten una misma letra son significativamente diferentes entre ellas (p<0.05), de acuerdo con el analisis
estadistico realizado mediante la prueba de ANOVA de una via seguida de una comparacion multiple de Dunnett. n=
3 animales por tratamiento. *hace referencia a la cantidad total de proteina presente en el testiculo de rata al
momento del sacrificio de los animales. AF: Acido félico (20 mg/kg pc/d); BHT: Barrera hematotesticular; BPS:
bisfenol S; BPSH: Dosis alta de BPS (100 mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d); Cl-3: Claudina-3; Cl-
11: Claudina-11; Cx43: Conexina 43; GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; N-cad: N-cadherina; Ocl:
Ocludina; RA: Receptor de andrégenos; VE: Vitamina E (100 mg/kg pc/d); ZO-1: Zonula occludens-1; ZO-2: Zonula
occludens-2.
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Figura 17. Expresion de las proteinas* de la BHT y del RA en el testiculo de los animales tratados con ambas dosis
de BPS y el antioxidante VE. (A) Bandas representativas de los diferentes Western Blot que se realizaron de las
proteinas de uniones estrechas (Cl-3, Cl-11, Ocl), de andamiaje (ZO-1 y Z0-2), unién “gap” (Cx43), Especializacion
ectopldsmica (N-cad) y RA con GAPDH como control de carga; (B) Andlisis cuantitativo de la densidad éptica relativa
de cada proteina respecto al control de carga (GAPDH) correspondiente para cada tratamiento. Las barras que no
comparten una misma letra son significativamente diferentes entre ellas (p<0.05), de acuerdo con el analisis
estadistico realizado mediante la prueba de ANOVA de una via seguida de una comparacion multiple de Dunnett. n=
3 animales por tratamiento. *hace referencia a la cantidad total de proteina presente en el testiculo de rata al
momento del sacrificio de los animales. BHT: Barrera hematotesticular; BPS: bisfenol S; BPSH: Dosis alta de BPS (100
mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d); Cl-3: Claudina-3; Cl-11: Claudina-11; Cx43: Conexina 43;
GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; N-cad: N-cadherina; Ocl: Ocludina; RA: Receptor de andrdgenos;
VE: Vitamina E (100 mg/kg pc/d); ZO-1 : Zonula occludens-1; ZO-2: Zonula occludens-2.
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9. Discusion
9.1 Morfometria de los tibulos seminiferos

La administracion de 100 y 0.05 mg/kg pc/d de BPS no alterd el indice de maduracion (IM) en
ninguna de las etapas del CES evaluadas, y ningln antioxidante probado mostro diferencias significativas
respecto a los grupos correspondientes (Tabla 5). Por el contrario, de acuerdo con Yousaf et al. (2016), el
bisfenol A ha mostrado disminuir significativamente el indice de maduracién (IM) después de administrar
una dosis de 100 mg/kg pc/d durante 15 dias en ratas adultas (Tabla 1). Ademas, en ese mismo estudio,
la coadministracion del BPA con el extracto de una planta con efectos antioxidantes mostré una
restauracién del IM, indicando un efecto protector efectivo de la toxicidad testicular inducida por el BPA,
por lo que se dice que, a diferencia de lo observado con el BPA, el BPS no tiene efectos sobre el indice de
maduracién en ratas macho adultas administradas durante 151 dias, ademas, la vitamina E y el acido félico

tampoco mostraron tener ningun tipo de efecto sobre este indice.

La reduccidn del drea o la “altura epitelial” podria deberse a la presencia de alteraciones en la
espermatogénesis, porque no se forman las suficientes células germinales, o en las estructuras encargadas
de brindar soporte al epitelio seminifero, como lo son las CS, y por consecuencia la barrera
hematotesticular, pues las células germinales no tienen el soporte suficiente para permanecer en el
epitelio. En el presente estudio se observo que la dosis alta de BPS (BPSH: 100 mg/kg pc/d) disminuyd el
area del epitelio seminifero (AES), respecto al grupo control, en todas las etapas del ciclo del epitelio
seminifero (CES), mientras que la dosis baja de BPS (BPSL: 0.05 mg/kg pc/d) no produjo algiin cambio

significativo en el AES, respecto al grupo control, en ninguna etapa del CES.

En estudios recientes, Ullah et al. (2016 y 2021) mostraron que el bisfenol S disminuye la altura
epitelial, respecto al grupo control, en dosis de 25 y 50 pg/kg pc/d durante 28 dias, sin afectar el area total
de los tubulos seminiferos (Tabla 1), lo cual podria indicar una reduccién del area del epitelio seminifero
(AES). Ademas, se ha observado que esta reduccion de la altura epitelial generalmente viene acompafiada
de un arresto en la meiosis de las espermatogonias y de la pérdida de polaridad de las espermatides
redondas, especialmente durante las etapas VIII-IX del CES?°. Estos efectos en las células germinales
conllevan a una disminucidn en los parametros de calidad espermaticos, como lo es una baja produccién

diaria de esperma, una disminucién en el nimero de espermatozoides en el epididimo, una alteracién en

20 purante estas etapas del ciclo del epitelio seminifero (CES) se da el transporte de espermatides elongadas y
fagosomas a través del epitelio y la liberacidn de los espermatozoides formados durante la espermatogénesis (Ullah
et al,, 2021; Wu et al., 2021).
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la BHT, entre otros efectos (Ullah et al., 2021; Wu et al., 2021). En el presente proyecto, colaboradores de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM junto con la Dra. Sheila Irais Pefia
Corona, determinaron los parametros de calidad espermética (motilidad?, mortalidad y concentracion)
en los animales de estudio y los resultados no mostraron diferencias entre los grupos experimentales
(Figura 18), por lo que la reduccidn del area del epitelio seminifero mostrada por la dosis alta de BPS

podria no estar relacionada con la funcionalidad de los espermatozoides.
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Figura 18. Parametros de calidad espermatica de los animales de estudio después del tratamiento con BPS y acido
félico o vitamina E durante 19 semanas. (A) Porcentaje de motilidad espermatica de los animales tratados con
ambas dosis de BPS y ambos antioxidantes. (B) Porcentaje de mortalidad espermatica de los animales tratados con
ambas dosis de BPS y ambos antioxidantes. (C) Concentracion espermatica (mil/mL) de los animales tratados con
ambas dosis de BPS y ambos antioxidantes. Los resultados se presentan como el promedio + EEM con n=3 muestras
por tratamiento. No se presenta ninguna diferencia significativa en ningin parametro de calidad espermatica
evaluado (p<0.05) de acuerdo con el analisis estadistico realizado mediante la prueba de ANOVA de una via seguida
de una comparacién multiple de Tukey. AF: Acido félico (20 mg/kg pc/d); BPS: Bisfenol S; BPSH: Dosis alta de BPS
(100 mg/kg pc/d); BPSL: Dosis baja de BPS (0.05 mg/kg pc/d); VE: Vitamina E (100 mg/kg pc/d).

Nota: Resultados obtenidos por la Dra. Sheila Pefia y colaboradores de la FMVZ de la UNAM, para evaluar el efecto
de la administracion de ambas dosis de BPS y ambos antioxidantes sobre la calidad espermatica de ratas macho.

21 Aunque la movilidad espermaética indica vitalidad, no todos los espermatozoides inméviles estdn muertos, pues es
posible que la ausencia de movilidad sea debida a un fallo en su maquinaria ciliar. El indice de vitalidad solo se mide
en aquellos casos en los que existe mas de un 40% de espermatozoides inmdviles (Martinez et al., 2022).
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Si bien no se cuenta con estudios del efecto de la coadministracion de bisfenol S con antioxidantes,
Gules et al. (2019) determinaron que la administracién de bisfenol A en una dosis de 50 mg/kg pc/d
durante 14 dias disminuyé la altura epitelial en las etapas VII-VIII del CES, y que la coadministracién de
este bisfenol con acido félico (BPA+AF) no mostrd cambios en la altura epitelial ni en el didametro de los
tubulos seminiferos respecto a los grupos control y AF, por lo que el acido félico ha demostrado tener un
efecto protector sobre la posible disminucién del drea del epitelio seminifero (AES) provocada por el BPA.
Sin embargo, en el presente estudio no se observd ningun efecto benéfico sobre la disminucidn del AES
causada por la dosis alta de BPS después de administrar acido félico o vitamina E (VE), pues ambos
antioxidantes disminuyeron el AES, respecto al grupo control, en los tres rangos de etapas del ciclo del
epitelio seminifero (CES) y también disminuyeron el AES respecto a ambas dosis de BPS en la mayoria de
las etapas del CES. Ademds, actualmente no hay datos reportados acerca de los efectos de la
coadministracion de BPA con VE, respecto a la altura o al area epitelial, con los cuales se puedan comparar

los resultados aqui obtenidos para este antioxidante.

Hasta el momento, tampoco se cuenta con informacién reportada por otros autores respecto a los
efectos de los bisfenoles sobre el indice histopatoldgico (IHP) en particular. Sin embargo, como se observa
enlaTabla 1, se han reportado diversos cambios y deformaciones morfoldgicas en los tubulos seminiferos
causados por tdxicos reproductivos, por ejemplo, el BPA en diferentes dosis vuelve irregulares los tubulos
seminiferos, con grandes espacios entre ellos; ademds provoca una interrupcién en las etapas de la
espermatogénesis, separacion de las espermatogonias de la membrana, degeneracion en la membrana
de los tubulos seminiferos, desprendimiento del epitelio germinal (o un epitelio seminifero discontinuo),
disminucién de esperma maduro, células germinales multinucleadas gigantes, lumen tubular lleno de
células descamadas y vacuolizacion epitelial (Campos et al., 2019; Sencar et al., 2021; Srivastava & Gupta,
2018; Yousaf et al., 2016). Estos cambios estan directamente relacionados con un aumento del IHP, pues
son las caracteristicas que se buscan para asignar el puntaje de cada tubulo seminifero que sera utilizado

para determinar el IHP (Vigueras-Villasefior et al., 2009).

En el presente estudio, ambas dosis de BPS aumentaron el IHP durante todas las etapas del CES,
respecto al grupo control, lo cual concuerda con los reportes previos para el BPA (ya descritos en el parrafo
anterior) y con lo reportado por Ullah et al. (2016, 2021), quienes observaron cambios similares a los del
BPA en la morfologia de los tubulos seminiferos en el testiculo y epididimo de ratas tratadas con BPS. Asi
mismo, Wu et al. (2018) observaron que estos cambios en la morfologia de los tibulos seminiferos son

mas prominentes durante las etapas VIII-IX del CES, y pueden estar relacionados con que, tanto el BPA
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como el BPS, inducen cambios en los citoesqueletos de actina y/o en los citoesqueletos de los
microtubulos a los cuales estan ancladas las proteinas UE de la BHT (como se muestra en la Figura AlV.2).
Ademas, el tratamiento con ambos bisfenoles provocd la pérdida de la polaridad de las espermatides y se
demostré que la via mTOR?? juega un papel crucial en las uniones de las CS y la polaridad celular, por lo
gue este podria ser un mecanismo por medio del cual, en el presente estudio, ambas dosis de bisfenol S

ejercieron sus efectos negativos sobre el indice histopatoldgico.

Respecto al efecto de los antioxidantes sobre el indice histopatoldgico (IHP), si bien no se cuenta
con informacién del efecto especifico del acido félico (AF) sobre la morfologia testicular, en el presente
estudio se observé que el AF promovid un efecto protector en el IHP de los tubulos seminiferos contra los
efectos dafiinos provocados por la exposicidn a la dosis baja de BPS durante todas las etapas del ciclo del
epitelio seminifero (CES). En las etapas VIII a XIV del CES (en los rangos VIII-IX* y IX**-XIV), el AF también
promovio un efecto protector en el IHP contra los efectos dafiinos provocados por la exposicion a la dosis
alta de BPS. Por otro lado, la vitamina E (VE) estd presente en las células germinales, es esencial para
mantener la espermatogénesis en los mamiferos y altera tanto la proliferacién celular como la apoptosis
de las células germinales (en particular los espermatocitos en estado de paquiteno durante la meiosis y
espermatides redondas, pues disminuye la peroxidasa de lipidos) y de las células de Sertoli (Srivastava &
Gupta, 2018). En el presente estudio, la VE promovid el mismo efecto protector sobre el IHP de los tubulos
seminiferos que el AF contra los efectos daiinos provocados por la exposicién a ambas dosis de BPS

durante las mismas etapas del CES.

Los resultados del 4cido fdlico (AF) del presente estudio concuerdan con lo previamente observado
para el BPA por Gules et al. (2019), en donde se vio que la misma dosis aqui probada de AF (20 mg/kg
pc/d), mostré un efecto protector sobre los dafios observados después de que se administraron 50 mg/kg
pc/d de este bisfenol durante 14 dias, pues se menciona que la apariencia testicular fue similar entre los
grupos control, AF y AF+BPA en las etapas VII-VIII del CES, mientras que el BPA mostré una disminucion

de la altura epitelial y una reduccion en el nimero de espermatozoides viables.

22 mTOR: Serina/treonina cinasa atipica presente en los complejos mTORC1 y mTORC2. Una sefializacidn atipica o
aberrante en la via mTOR estd relacionada con muchas enfermedades, como el cancer, la diabetes y enfermedades
cardiovasculares (Cell Signaling Technology, 2014).
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Ademas, el AF reportd poseer actividades anti apoptoticas, pues mediante el método de deteccion
TUNEL?, se determind que el tratamiento con AF redujo el nimero de células germinales positivas a esta
técnica, mientras que el BPA presentd un aumento en este nimero (Gules et al., 2019). Esto puede estar
relacionado indirectamente con un aumento del IH, pues uno de los parametros que se evallan para
determinar este indice es la picnosis, la cual es una condensacién de la cromatina y contraccién del nucleo
de una célula en respuesta a un dafo celular que puede estar relacionado a la muerte celular (Lifeder,

2023), lo cual, en el caso de la apoptosis, puede detectarse como un aumento de células positivas a TUNEL.

Asi mismo, los resultados de la vitamina E (VE) del presente estudio concuerdan con lo previamente
reportado por Srivastava & Gupta (2018), en donde, la administracion de BPA en dosis de 0.05, 0.5y 1
mg/kg pc/d durante 90 dias, provocd cambios degenerativos en la capa germinal de los tubulos
seminiferos y aumentd el espacio entre los tubulos seminiferos, en comparacién con los grupos control y
de VE (en dosis de 40 mg/kg pc/d). Ademas, se menciona que los cambios histoldgicos observados en los
testiculos de ratas tratadas con BPA+VE fueron modificados hasta cierto punto, pero no alcanzaron el
nivel del control. En el presente estudio, este comportamiento se observd en las etapas I-VII del ciclo del

epitelio seminifero (CES) después de administrar, tanto la VE como el AF, con la dosis baja de BPS.

23 El marcado de final de corte de dUTP mediada por “TdT” (TUNEL, por sus siglas en inglés), es usado en secciones
de tejidos in situ para detectar nucleos de células apoptéticas mediante una enzima conocida como terminal
deoxinucleotidil transferasa (TdT), la cual adiciona nucledtidos marcados en los grupos 3’OH de la cadena de DNA
fragmentada que se libera cuando ocurre la apoptosis (Dettmeyer, 2015).
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9.2 Expresion de proteinas de la BHT y del RA.
9.2.1 ZO-1.

De todas las proteinas de la BHT evaluadas, en el presente proyecto solo se detectaron cambios
significativos en la expresidn de la proteina ZO-1, la cual es una proteina de andamiaje periférica asociada
a las UE, que se localiza entre los complejos de unién de células de Sertoli, e interactta con proteinas de
sefializacién ligadas a la polaridad celular, la maduracién de las UE y la remodelacion del citoesqueleto y
cuya alteracién en las CS estd asociada con carcinoma testicular in situ (Pefia-Corona et al., 2023; Salian
et al., 2009). Esta proteina presentd una disminucidn en su expresion en la mayoria de los tratamientos
respecto al grupo control, exceptuando el tratamiento con la vitamina E y el grupo de la dosis alta de BPS

fue el que presenté una disminucién mas significativa.

Wu et al. (2021) observaron una tendencia a disminuir esta misma proteina, sin diferencias
significativas, después de administrar dosis de 50 y 100 mg/kg pc/d de BPS durante 30 dias por via oral.
En otro estudio, Chianese et al. (2018) mostraron que una dosis de 10 pg/kg pc/d de BPA provocd una
disminucién de la expresion de ZO-1 en el testiculo de ratas, respecto al grupo control, en los dias post-
natal (PND) 45 y 60. Por el contrario, Salian et al. (2009) observaron un aumento de la expresién de esta
proteina en el testiculo de ratas expuestas a 400 pg/kg pc/d de BPA. Estas diferencias pueden deberse a
la duracion del tratamiento, al periodo de exposicién evaluado, a la dosis seleccionada, a la cepa de rata
evaluaday a la via de administracidn, pues mientras Chianese et al. (2018) administraron una dosis de 10
ug/kg pc/d en el agua de ratas Wistar durante 38-42 dias durante la etapa perinatal, Salian et. al (2009)
administraron 400 pg/kg pc/d mediante inyecciones subcutaneas durante 5 dias en la etapa neonatal de

ratas Holtzman.

En el presente estudio no se vieron cambios significativos después de la administracién de acido
folico (AF) o vitamina E (VE) con ambas dosis de BPS, respecto a los grupos tratados con la dosis de bisfenol
S correspondiente. Si bien la coadministracion de la dosis alta de BPS (BPSH) con cualquiera de los
antioxidantes probados (BPSH+AF o BPSH+VE) parecié aumentar la expresion de ZO-1 respecto al grupo
BPSH, este aumento no fue significativo, aunque puede ser indicativo de algun efecto protector de ambos
antioxidantes sobre los efectos dafiinos provocados por la dosis alta de BPS. En contraste, la
administracién conjunta de BPSL con cualquier antioxidante (BPSL+AF o BPSL+VE) no modifico la

expresion de ZO-1 respecto al grupo BPSL.
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A diferencia de lo que se planted en la hipdtesis (pag. 39 de esta tesis), la expresidén de las demas
proteinas de la barrera hematotesticular (BHT) y del receptor de andrégenos no fue alterada por ninguna
dosis de BPS probada; sin embargo, se observaron algunas tendencias a alterar su expresion, lo cual sera

discutido a continuacion.

9.2.2 Claudinas.

La Claudina 3 (CI-3) es expresada por las CS y espermatocitos dependiendo del CES y se considera
gue esta proteina tiene un papel en la migracién de los espermatocitos a través de la BHT, al regular
interacciones célula-célula, por lo que un cambio en la expresién de esta proteina podria provocar un
retraso en la espermatogénesis (Chihara et al., 2013). En el presente proyecto, la expresion de la Cl-3
tendié a aumentar con los tratamientos de ambas dosis de BPS respecto al grupo control. En la actualidad
no hay reportes de los efectos de bisfenoles sobre la expresidn de esta proteina en testiculo de rata. Sin
embargo, Zhu et al. (2022) evaluaron el efecto de BPA en testiculos de peces (Gobiocypris rarus) y
observaron un aumento en la expresion de la CI-3 después de 7 y 14 dias de exposicién a una

concentracidon ambiental de 15 pg/L.

La Claudina 11 (ClI-11) se expresa mucho durante las etapas V-VII del CES, etapas que preceden al
movimiento de espermatocitos en preleptoteno/leptoteno a través de la BHT (Pefia-Corona et al., 2023).
En el presente proyecto, la expresién de Cl-11 disminuyé con los tratamientos de ambas dosis de BPS
respecto al grupo control, aunque no de forma significativa. Esto concuerda con lo previamente reportado
por Wu et al. (2021), en donde una dosis de 100 mg/kg pc/d de BPS disminuyé significativamente la

expresion de esta proteina.

Respecto a el efecto de los antioxidantes sobre los efectos en la expresién de ambas proteinas (Cl-
11y CI-3), se observé que el acido félico (AF) podria tener un efecto protector sobre el efecto de la dosis
baja de BPS en la expresion de CI-3 y sobre el efecto de la dosis alta de BPS en la expresion de Cl-11, ya
que el AF provocé que los niveles de estas proteinas se aproximaran a los valores presentados por el grupo

control.
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La Vitamina E (VE) podria no tener ningln efecto protector sobre ambas dosis de BPS en la expresion
de CI-3, pues la administracion de cualquier dosis de BPS+VE aumentd la expresidn de Cl-3 respecto a los
grupos tratados solo con BPS. Por otro lado, este antioxidante podria tener un efecto protector sobre
ambas dosis de BPS en la expresion de Cl-11, dado que la administracién de cualquier dosis de BPS+VE
aumenté la expresion de Cl-11 respecto a los grupos tratados solo con BPS, aproximando los valores de
expresion de esta proteina a los presentados por el grupo control. Es importante recalcar que ninguno de

estos cambios fue significativo.

9.2.3 Ocludina.

La ocludina (Ocl), al igual que las claudinas, es una proteina integral de UE que regula la
permeabilidad epitelial y constituye los filamentos de UE y la sobreexpresion de esta proteina en células
epiteliales de colon y testiculo aumenta la RET (Pefia-Corona et al., 2023). En el presente proyecto, los
niveles de expresion de Ocl en los grupos tratados fueron semejantes a los detectados en el grupo control,
lo cual no concuerda con lo reportado por Li et al. (2009), en donde se observé una disminucién en la
expresion de esta proteina después de administrar 10 y 50 mg/kg pc/d de BPA a ratas durante 5-6 dias.
De igual forma, Brouard et al. (2016) observaron una disminucién en la expresion del gen de la Ocl en
ratas tratadas subcutaneamente con 50 ug/kg bw/d de BPA durante 15 dias. Estas diferencias se pueden
deber a las diferentes vias de administracion utilizadas, asi como el periodo de exposicién al bisfenol
correspondiente. En el presente estudio, esta disminucién en la expresion de Ocl previamente reportada,
solo se observé en grupos tratados con los antioxidantes y el BPS (grupos BPSH+AF, BPSL+AF y BPSL+VE)
sin ser estadisticamente significativa, por lo que no se observé ningun posible efecto protector de los

antioxidantes sobre la expresion de la Ocl en testiculo de rata.
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9.2.4 Conexina 43.

La Conexina 43 (Cx43) se encuentra presente en uniones de células de Sertoli (CS) y de células
germinales (CG); la conexina 43 presente entre CS-CS controla la proliferacion de las CS, mientras que la
Cx43 entre CS-CG regula la supervivencia de las células germinales. Durante el desarrollo del testiculo, las
uniones “gap” de Cx43, presentes en el testiculo perinatal, controlan la diferenciacién de las células de
Sertoli y mantienen el nUmero de células germinales (gonocitos o espermatogonias primitivas). Después,
en la etapa adulta del individuo, la Cx43 puede controlar la diferenciacion celular, lo cual es esencial para
la progresion de espermatocitos meidticos (Pefia-Corona et al., 2023).

En el presente proyecto, la expresidén de la Cx43 aumenté en todos los grupos tratados respecto al
grupo control, aunque no lo suficiente para ser significativo. Esto no concuerda con lo previamente
reportado por Wu et al. (2021), en donde dosis de 50 y 100 mg/kg pc/d de BPS disminuyeron
significativamente la expresion de Cx43. De igual forma, Salian et. al. (2009) observaron una disminucion
en la expresion de esta proteina en ratas expuestas perinatalmente a 400 pg/kg pc/d de BPA. Por otro
lado, al igual que en el presente estudio, Li et al. (2009) no observaron una alteracién significativa en la
expresion de Cx43 en ratas adultas después de una exposicion de 0.02-50 mg/kg pc/d de BPA durante 5
dias. Estas discrepancias también se pueden deber a las diferencias entre las dosis administradas y el
periodo de exposicidon seleccionado.

El 4cido fdlico (AF) podria tener un posible efecto protector en la expresién de Cx43 solo sobre la
dosis baja de BPS, debido a que la administracién conjunta de BPSL+AF mostré una reduccion de la
expresion de Cx43 respecto al BPSL, sin llegar a ser significativa, mientras que, la administracién de
BPSH+AF no mostrd posibles diferencias. La vitamina E (VE) podria ejercer un efecto protector sobre la
expresion de esta proteina en ambas dosis de BPS, pues la administracidon conjunta de ambas dosis de
BPS+VE disminuyd la expresidon de esta proteina respecto a la dosis de BPS correspondiente, sin embargo,

estas diferencias no fueron significativas.
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9.2.5 N-cadherina

Las cadherinas median contactos celulares y conservan la integridad del epitelio seminifero y la
estructura testicular. En testiculos adultos, la N-cadherina (N-cad) es responsable de la integridad del
epitelio seminifero, la regulacion de la produccion de espermay el establecimiento de la BHT. Su expresion
y renovacién es regulada por hormonas sexuales (Pefia-Corona et al., 2023; Piprek et al., 2020). En el
presente estudio, la expresién de N-cad presentd una disminucién en el grupo de BPSH y un aumento en

el grupo de BPSL, sin llegar a ser cambios significativos.

Wau et al. (2021) previamente reportaron que una dosis de 100 mg/kg pc/d de BPS administrada
durante 30 dias, aumentd significativamente la expresidn de N-cad. De igual forma, Salian et. al. (2009)
observaron un aumento en la expresion de N-cad después de la administracién de 100 mg/kg pc/d de BPA
durante 30 dias y Brouard et. al (2016) observaron un aumento en la expresién del gen de la N-cad, en
ratas tratadas con 50 pg/kg pc/d de BPA durante 15 dias. De forma contraria, al igual que en el presente
estudio, Li et al. (2009), no observaron diferencia en la expresién de N-cad tras administrar 0.02-50 mg/kg

pc/d de BPA durante 5 o 6 dias.

El 4cido félico (AF) podria tener un efecto protector sobre la expresion de la N-cad respecto a la
dosis baja de BPS, dado que el tratamiento de BPSH+AF disminuyd aln mas la expresion de N-cad respecto
al BPSH, mientras que el tratamiento BPSL+AF disminuyd los niveles elevados de N-cad provocados por el
BPSL, aunque los cambios mencionados no fueron significativos. Se observé un posible efecto protector
de la vitamina E (VE) sobre la expresion de esta proteina en ambas dosis de BPS, pues el tratamiento de
BPSH+VE aumenté los niveles de N-cad respecto al BPSH y el tratamiento BPSL+VE disminuyd los niveles
de N-cad respecto al BPSL, regresando los niveles de N-cad a los que presenta el grupo control, aunque

tampoco son cambios significativos.
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9.2.6 Z0-2

El movimiento de ZO-2 entre el citoplasma y el nucleo es mediado por la localizacién nuclear,
sefiales de exportacién y modificaciones post-traduccionales (Pefia-Corona et al., 2023). Se ha reportado
la unidn de Z0-2 con Cx43 en cultivos de células epiteliales de rifidn de rata, y la progresion de cancer
testicular y la exposicién a diferentes disruptores enddcrinos se ha correlacionado con un estado de
deterioro en la diferenciacién de las CS, la cual incluye una regulacion a la baja de Cx43 (Fink et al., 2006).
En el presente estudio los niveles de expresién de la proteina ZO-2 disminuyeron con el tratamiento con
BPSL y aumentaron con el tratamiento con BPSH respecto al grupo control, aunque no fue un cambio
significativo. En un estudio realizado por Ortega-Olvera et al. (2018), se observd que Z0O-2 aumento su
expresion después de un tratamiento con 5 mg/kg pc/d por 4 dias con metamidofos (MET), un pesticida
organofosforado, el cual también es considerado como disruptor enddcrino. Por el momento no se

cuentan con datos del efecto de los bisfenoles sobre la expresidén de esta proteina.

Se observo un posible efecto protector del acido félico (AF) sobre la expresién de ZO-2 en ambas
dosis de BPS, pues el tratamiento de BPSH+AF disminuyd los niveles de ZO-2 respecto al BPSH y el
tratamiento BPSL+AF aumentd los niveles de esta proteina respecto al BPSL, regresando los niveles de
expresiéon de esta proteina a los niveles que presentaba el grupo control, aunque los cambios
mencionados no fueron significativos. Asi mismo, la vitamina E (VE) podria no ejercer ningin efecto
positivo sobre el efecto de ambas dosis de BPS en la expresion de esta proteina, dado que el tratamiento
de BPSH+VE disminuye la expresion de ZO-2 respecto al BPSH y el grupo control, mientras el tratamiento

de BPSL+VE aumenta la expresidon de esta proteina respecto a BPSL incluso mas que el control.
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9.2.7 Receptor de andrégenos

La ablacién del receptor de andrdogenos (RA) afecta la maduracion de las células de Sertoli,
resultando en la formacidn tardia e incompleta de la BHT y, ademds, cambia el patrén de expresién de
varios genes relacionados con la adhesion de estas mismas células. Después de establecer la barrera
hematotesticular (BHT), el RA es necesario para el proceso de apertura de la BHT, por lo que, sin un RA
regular, una BHT estructuralmente normal puede no ser funcional, conllevando, a su vez, a la infertilidad

(Véase Figura AlV.3) (de Freitas et al., 2016).

En el presente estudio, el tratamiento con la dosis alta de BPS (BPSH) disminuyd la expresién del
RA, mientras que la dosis baja (BPSL) aumentd su expresion, sin llegar a ser cambios significativos. En un
estudio in vitro previo, de Freitas et al. (2016) observaron una disminucidn en la expresion del RA tras
exponer al cultivo de células de Sertoli humanas (HSec) a 20 uM de BPA durante 6 y 48h. De igual forma,
se ha visto que el BPA puede competir con los andrdégenos para unirse al RA como un antagonista e
interrumpir la funcién normal de los andrégenos. A diferencia de los andrégenos, el BPA se une al RAy
forma un complejo ligando-receptor incapaz de unirse a elementos de respuesta del receptor de
andrégenos, por lo que la transcripcién de genes mediada por este complejo no se estimula, lo cual causa

una disfuncién en la funcion y el desarrollo reproductivo (Ma et al., 2019).

Los tratamientos conjuntos del BPS con los antioxidantes tuvieron efectos inversos sobre la
expresion del RA, pues existe un posible efecto protector del acido félico sobre la expresién del RA en
ambas dosis de BPS, dado que el tratamiento de BPSH+AF aumentd los niveles de RA respecto al BPSH y
el tratamiento BPSL+AF disminuyd los niveles de RA respecto al BPSL, acercando los niveles de expresion
de esta proteina a los niveles que presentaba el grupo control, aunque los cambios mencionados no
fueron significativos. Asi mismo, podria no existir un efecto positivo de la vitamina E sobre la expresion
del RA en ambas dosis, pues el tratamiento de BPSH+VE no muestra una diferencia muy marcada respecto

a la dosis alta de BPS, mientras el tratamiento de BPSL+VE es el tratamiento que mas disminuye el RA.

En resumen: se observaron tendencias a aumentar la expresidon de las proteinas claudina 3 y
conexina 43 en ambas dosis de BPS, N-cadherina y RA en la dosis baja y ZO-2 en la dosis alta; y a disminuir
la expresion de claudina 11 en ambas dosis de BPS, N-cadherina y RA en la dosis alta, ZO-2 en la dosis baja.
La ocludina no mostrd una tendencia a cambiar su expresion en ninguna dosis de BPS respecto al grupo

control.
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Dado que las tendencias observadas en la alteracion de la expresién de las proteinas de la BHT (Cl-
3, Cl-11, Cx43, Ocl, N-cad y ZO-2) y el RA, en su mayoria coincidieron con lo reportado anteriormente por
otros autores, se sospecha que la falta de diferencias significativas en la expresidén de estas proteinas

pueda deberse al bajo nimero de muestras analizadas (n=3).

El efecto de los bisfenoles sobre el perfil de expresién de las proteinas de la BHT en la fisiologia
reproductiva masculina aln no ha sido investigado (al menos no a profundidad), por lo que es dificil definir
las implicaciones bioldgicas de un aumento o una disminucidn de la expresion de cada proteina (Salian et
al., 2009). De igual forma, es necesario realizar mds estudios respecto a los efectos de los antioxidantes
aqui probados para determinar si realmente podrian ejercer efectos protectores sobre la expresidn de las
proteinas aqui evaluadas y sobre la morfologia de los tubulos seminiferos, pues si bien, estos
antioxidantes mostraron algunos efectos protectores a lo largo de todo el estudio (especialmente sobre
el indice histopatoldgico), estos efectos no fueron evidentes en todos los pardmetros evaluados en el
presente trabajo. Ademads, en algunas ocasiones la administracion de los antioxidantes por si solos
provocaron efectos adversos sobre la morfologia testicular, pues ambos disminuyeron el drea del epitelio
seminifero respecto al control, y la vitamina E aumento el indice histopatoldgico respecto al grupo control,
asi como sobre la expresién de proteinas de la barrera hematotesticular, ya que el acido félico disminuyé

la expresidn de ZO-1 respecto al grupo control.

Finalmente recordemos que, en el presente proyecto, los pardmetros de calidad espermatica no
mostraron diferencias entre los grupos experimentales tratados con ambas dosis de BPS y/o los
antioxidantes probados (Figura 18), y el peso de los testiculos no fue diferente entre los grupos tratados
(Figura 7Cy D), por lo que se sospecha que los cambios provocados por ambas dosis de BPS en la expresién
de proteinas de la BHT (al disminuir la expresion de Z0-1) y en la morfometria de los tubulos seminiferos
(al aumentar el indice histopatoldgico y disminuir el area del epitelio seminifero en diferentes etapas del

ciclo del epitelio seminifero) no afectaron la funcionalidad del testiculo.

83| Pdgina



10. Conclusion.

En conclusidn, aunque el tratamiento durante 19 semanas con las dosis estudiadas de BPS parece
no danar la funcidn testicular de las ratas, si se detectaron alteraciones en la histoarquitectura de los
tubulos seminiferos y en la expresidn de la proteina Z0-1, y estas alteraciones fueron similares con las
dosis altas y bajas del bisfenol. Por lo tanto, se demostré que el BPS puede inducir daifo en el aparato
reproductor masculino, y que el uso de antioxidantes como la vitamina E y el acido félico son una

alternativa prometedora para atenuar al menos alguno de los efectos nocivos del BPS.
11. Perspectivas.

Debido a que la presente tesis representa una pequefia parte de un gran proyecto de investigacion,
se sugiere seguir integrando todas las partes evaluadas del proyecto hasta ahora, con el fin de tener un
panorama mds amplio del verdadero efecto que tuvo la administracion de ambas dosis de bisfenol S y
ambos antioxidantes probados para decidir si son necesarias mas evaluaciones, o incluso, si es necesario

abrir mas lineas de investigacion.

Ademas, es importante resaltar que se requiere profundizar en el estudio de la toxicidad del
bisfenol S, analizando, por ejemplo, otras dosis y buscando sus efectos sobre otros parametros para poder
establecer su peligrosidad con el fin de asegurar que no se estd reemplazando un producto peligroso por

otro y de mejorar la regulacion de su uso a nivel mundial.

Por ultimo, se presentan algunas recomendaciones en caso de que en algin momento se pueda

repetir el presente estudio:

e Aumentar el nimero de animales evaluados, con el fin de reducir las diferencias interindividuales.
e Mejorar la técnica de fijacion, pues es probable que el tener dos métodos para estudiar la
histologia del tejido contribuyera a la alta heterogeneidad de los resultados morfométricos.

e De ser posible, evaluar la expresidn de las proteinas de la barrera hematotesticular en un rango
de etapas del ciclo del epitelio seminifero definido, pues las proteinas se expresan en diferentes
niveles a lo largo del CES.

e Reducir las dosis de ambos antioxidantes aqui probadas a la mitad, bajo las mismas condiciones,
pues en el presente trabajo se observd que las dosis de 20 y 100 mg/kg pc/d de acido fdlico y
vitamina E, respectivamente, llegaron a producir por si solas, efectos adversos sobre el testiculo.

O bien, evaluar el efecto de otros antioxidantes no enzimaticos.
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Anexo . Reactivos preparados para la histologia del tejido.
A. Inclusion en resina epdxica (EPON 812).

Fijador de Karnovsky modificado, pH 7.3 (100 mL)
25 mL H,0dd 60-70°C

Paraformaldehido 1%
Amortiguador de cacodilatos 2M
Glutaraldehido 25%

H,Odd

AjustarpHa 7.3

Amortiguador de cacodilatos 2M, pH 7.4 (500 mL)

Cacodilato de sodio
H,Od
AjustarpHa 7.4

Resina EPON (PELCO 1800g).

Mezcla A

Embed 812 6 med cast 50 mL
DDSA 81 mL
Mezcla B

Embed 812 6 med cast 50 mL
NMA 44 mL
Mezcla fina / para incluir

Mezcla A 7 mL
Mezcla B 3mL
DMP30 0.15mL

NOTA: El EPON se maneja siempre con guantes y se prepara y usa a temperatura ambiente, cerca de

una ldmpara caliente. Las mezclas preparadas deben guardarse siempre en refrigeracion.

B. Inclusién en parafina

Amortiguador salino de fosfatos (PBS) 1X, pH 7.4 (1 1)

NacCl 8¢g

KCl 0.2g
Na;HPO4 1.44¢g
KH2PO4 0.24¢g

Aforar a 1L. AjustarpHa 7.4

Paraformaldehio (PFA) 4% (100 mL)
PFA 4g
PBS 1x 80 mL, 60°C.

Agitar hasta diluir, enfriar, aforar a 100 mL con PBS. Refrigerar hasta su uso.

92| Pdgina



Anexo Il. Esquemas del proceso de Western Blot realizado para cuantificar las proteinas de la BHT.

a. Montaje del bastidor con los vidrios en el soporte. b. Preparacitn de los geles. ¢. Ensamblaje del médulo de electroforesis.

o

(A= & H
|
|

-

f. Separacion de los geles. e. Electroforesis de los geles. d. Carga de muestras en los geles.

Figura All.1. Esquema del proceso de electroforesis utilizando el equipo Mini-PROTEAN® Tetra Cell de BioRad.
Realizado con elementos obtenidos de BioRender, adaptado de las figuras presentes en el Manual de Instrucciones
Mini-PROTEAN Tetra Cell de BioRad (Fig. 3 'y Fig. 4) disponible en: https://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/10007296D.pdf

Fibra
Papel filtro
Membrana
Gel

Papel filtro
Fibra

a. Preparacion del sandwich de transferencia en el b. Montaje del casette en el c. Montaje del tanque con los médulos de
cassette. modulo de transferencia. transferencia y enfriamiento y agitacién magnética.

f. Inmunoblot de la membrana e. Electrotransferencia del gel a la membrana de d. Adicion del Buffer de
transferida. PVDF. transferencia a 4°C (Anexo Il).

Figura All.2. Esquema del proceso de electrotransferencia utilizando el equipo Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell de BioRad. Realizado con elementos obtenidos de BioRender, adaptado de las figuras presentes en el
Manual de Instrucciones Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell de BioRad disponible en: https://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/M1703930.pdf
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Anexo lll. Reactivos preparados para el andlisis de Western Blot.

A. Preparacion de geles

Gel separador (5 mL =1 gel)

H,Odd

Acrilamida 30% (-4°C)
Tris-HCl 1.5M pH 8.8 (-4°C)
SDS 10%

PSA 10% (-20°C)

TEMED (T.A)

Gel concentrador (2 mL = 1 gel).

H,0dd

Acrilamida 30% (-4°C)
Tris-HCI 0.5M pH 6.8 (-4°C)
SDS 10%

PSA 10% (-20°C)

TEMED (T.A)

mL para 8% mL para 10%

2.3 1.9

1.3 1.7

1.3 13

0.05 0.05
0.05 0.05
0.003 0.002

mL para 5%
1.4
0.33
0.25
0.02
0.02
0.002

mL para 15%
1.1
2.5
1.3
0.05
0.05
0.002

Los reactivos necesarios para preparar los geles se especifican en los incisos G-K de este apartado.

B. Amortiguador de carga 5X (Laemmli), pH 6.8

SDS
B-mercaptoetanol
Glicerol

Azul de bromofenol
Tris-HCI 0.5M pH 6.8

10%
25%
50%
0.01%
0.3125 M

C. Amortiguador de corrida

Amortiguador de corrida 10X, pH 8.3 (1 L)

TrisBase 30.3g
Glicina 144 g
SDS 10g

Disolver en 800 mL de H,Odd, aforar a 1.0 L sin ajustar pH, Almacenar a 4°C.

Amortiguador de corrida 1x, pH 8.3 (1 L)
Tomar alicuota de 100 mL de amortiguador de corrida 10X, aforar a 1.0 L con H,0dd, Almacenar a 4°C.

D. Amortiguador de transferencia, pH 8.3 (1)

H,0dd
Metanol
Amortiguador de corrida 10X

700 mL
200 mL
100 mL
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E. Amortiguador tris salino (TBS) 10mM Tris Base, 150mM NaCl, pH 7.4 (2 L)
TrisBase 2.4g
NacCl 175¢
Disolver en 1.5 L de H,0d o H,Odd, ajustar pH entre 7.4 y 7.5 con HCI, Aforar a 2.0 L, Almacenar a 4°C.

F. Amortiguador TBS-T, pH7.4 (1)
Amortiguador TBS pH 7.4 1.0L
Tween 20 1mL

G. Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% (50 mL)

SDS 5g
Disolver en 30 mL de H,0dd, aforar a 50.0 mL

H. Tris-HCl 0.5M, pH 6.8 (100 mL)
Tris Base 6g
Disolver en 80 mL de H,0dd, ajustar pH 6.8 con HCl, aforar a 100.0 mL, Almacenar a 4°C.

I.  Tris-HCl 1.5M pH 8.8 (100 mL)
Tris Base 18.15¢g
Disolver en 80 mL de H,0dd, ajustar pH 8.8 con HCl, aforar a 100.0 mL, Almacenar a 4°C.

J. Persulfato de amonio (PSA) 10% (1 mL)
PSA 0.1g
Disolver en 1 mL de H,0dd, Almacenar a -20°C en oscuridad.

K. Acrilamida 30%
Se utilizé la solucién 30% Acrylamide/Bis, 29:1 de BioRad con nimero de catélogo 1610156.
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Anexo IV. Figuras complementarias

Etapa VIII CES @0

BHT

. Uniones Adherentes

XX Uniones Estrechas
&

o Espemellza_cuones
ectoplasmicas

Compartimiento
Apical
I

. Desmosomas

,! Uniones GAP

-

&

Hemidesmosomas

0

Compartimiento
Basal
L

Membrana basal

Figura AIV.1. Dibujo de la conformacién de la BHT en rata. La imagen de la izquierda representa a un tubulo
seminifero en la etapa VIl del CES con cada tipo celular sefialado por un circulo negro. La imagen de la derecha
representa un acercamiento al epitelio seminifero en donde se sefialan los diferentes tipos de uniones celulares que
conforman la BHT (mencionados en el apartado 2.2.2). BHT: barrera hematotesticular; CES: ciclo del epitelio
seminifero; CS: célula de Sertoli; Sc: espermatocito; Scp: espermatocito en paquiteno; Scpi: espermatocito en
preleptoteno; Sg: espermatogonia; St*: espermatide alargada; St®: espermatide redonda; Stz: espermatozoides
(espermétides en la etapa 19 de la espermiogénesis).

Nota. Dibujo realizado por Carolina Zarate Garcia, adaptado de Fig. 2 llustracion de los diferentes tipos de uniones
celulares en el epitelio seminifero de ratas adultas (Mruk & Cheng, 2015).
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Figura AIV.2. Dibujo de las proteinas estructurales de la barrera hematotesticular. La imagen representa las
proteinas estructurales de la BHT mencionadas en el apartado 2.2.3. CS: Célula de Sertoli; JAM: Moléculas de
adhesion de union; ZO: Zonula occludens.

Nota. Dibujo realizado con BioRender por Carolina Zarate Garcia, adaptado de Fig. 5 llustracion de las principales
proteinas de UE, EE, desmosoma y UG en la BHT de testiculo de ratas adultas (Mruk & Cheng, 2015) y de Fig. 7 Dibujo
esquemadtico ilustrando la arquitectura molecular de las proteinas constituyentes de la BHT (Cheng & Mruk, 2011).
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Figura AIV.3. Dibujo del efecto del BPA sobre la dinamica de la BHT en ratas adultas. La imagen superior izquierda
representa la conformacion de proteinas UE y UG cuando la BHT se encuentra cerrada. La imagen superior derecha
representa el proceso de endocitosis de las proteinas TJ y UG para permitir la apertura de la barrera y el paso de
espermatocitos en preleptoteno/leptoteno a través de la BHT. La imagen inferior al centro representa el proceso de
cierre de la BHT, durante el cual las proteinas endocitadas en etapa de transcitosis son recicladas para formar una
nueva BHT o bien, la sintesis de novo de estas proteinas por parte de las CS o CG (proceso mencionado en el apartado
2.2.4). Las flechas rojas representan la inhibicion sobre la produccién de testosterona por accion del BPA, alterando
dinamica de la BHT. La flecha verde representa un aumento en el proceso de endocitosis de las proteinas,
produciendo un desequilibrio en la dindmica de la BHT al redistribuir las proteinas de la BHT (mencionado en los
apartados 2.4.3 y 9.2.7). BHT: Barrera hematotesticular; BPA: Bisfenol A; Cl: Claudinas; CS: Célula de Sertoli; Cx43:
Conexina 43; Ocl: Ocludina; TGF-B2: Factor de Crecimiento Transformante Beta 2; RA: Receptor de andrégenos; UE:
uniones estrechas; UG: uniones “gap”; ZO: Zonula occludens;

Nota. Dibujo realizado con BioRender por Carolina Zarate Garcia, adaptado de Fig. 5 Dibujo esquemadtico que ilustra
las moléculas que interactuan unas con otras para regular la apertura y cierre normal de la BHT y los efectos
disruptivos del MBP y el BPA (de Freitas et al., 2016) y del trabajo de Cheng et al. (2011).
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