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1. Resumen

El ser humano durante toda su vida se encuentra expuesto a diferentes
sustancias que pueden alterar de alguna manera su sistema. Tal es el
caso del Bisfenol-A (BPA), el cual es un disruptor enddcrino. Segun la
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (US EPA) los
disruptores enddcrinos son agentes exdgenos al organismo que
interfieren con la sintesis, secrecidon, transporte, metabolismo, unidn o
eliminacion de hormonas naturales transportadas por la sangre que
estan presentes en el cuerpo y son responsables de la homeostasis,
reproduccion y procesos de desarrollo. El BPA se encuentra distribuido
ubicuamente en el ambiente producto de la su alta produccién, consumo
y una subsecuente introduccion al ambiente, por lo que el ser humano
esta expuesto frecuentemente a este compuesto. Es por eso por lo que
ya existen varios estudios en animales y algunos en humanos para
conocer los efectos que tiene el BPA sobre el organismo y existe un
especial interés en la salud reproductiva.

En el presente trabajo, se les administrd a las ratas de la generacion FO
dos diferentes dosis (dosis baja de 0.05 mg/kg/dia y dosis alta de 20
mg/kg/dia) de BPA durante la gestacién temprana y hasta el destete de
las crias, que fueron la generacidén F1. Se estudidé el efecto que tuvo la
administracion perinatal del BPA sobre la expresion de la proteina de
adhesion focal (Paxilina) y uniones estrechas (Claudina-1, 3, 4, 7 y ZO-
1) en los uteros de las ratas de la generacion F1 que llegaron a etapa
adultas y se encontraban gestando.

Las proteinas se obtuvieron de un raspado del Utero de la rata, donde
estan las células epiteliales, que posteriormente se lisaron para tener
proteinas libres. Se separaron mediante SDS-PAGE y se cuantificd su
expresion por  Western-Blot revelando la reaccion por
guimioluminiscencia. Finalmente se realizd el analisis estadistico de los
resultados con la ayuda de un software.

Se observan cambios en la expresion de algunas proteinas (Paxilina,
Z01, CI-1, CI-3, Cl-4 y CI-7) en las distintas muestras para los dias 1, 3,
6 y 7 de la gestacidon de las hembras F1, lo que puede alterar la forma
en que el Utero interacciona con el blastocisto impidiendo su
implantacion e invasién, con lo que no se tiene una gestacion exitosa.



2. Antecedentes

2.1 Bisfenol-A

El bisfenol A o BPA es un compuesto que se obtiene de la condensacién
del fenol con acetona en presencia de una resina de intercambio idnico
acida, en forma de gel, como catalizador (Riesewijk, et al., 2003).
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Fig 1. Bisfenol A (BPA).

Es un disruptor enddcrino que se encuentra en el ambiente. Su actividad
estrogénica se conoce desde los 1930s y a partir de 1950s se utiliza
como un componente en la manufactura de plasticos policarbonatos,
resinas epodxicas, selladores dentales, asi como muchos otros productos
(Wadia, et al., 2013).En la sintesis de muchas resinas es necesaria la
condensacion del BPA con epiclorhidrina y se obtiene diglicidil éter de
BPA. Cuando hay una polimerizacién incompleta, residuos de BPA
pueden ser liberados desde la resina. Incluso con exposicién a altas
temperaturas y soluciones acidas o basicas se pueden liberar cantidades
de BPA de recubrimientos o plasticos, aun cuando la polimerizacién esté
completa y se ha detectado BPA en el suero humano de neonatos y
adultos, liguido amniotico, placenta, leche materna y en la orina
(Vandenberg, et al., 2010). La exposicion se puede dar cuando las
moléculas de BPA polimerizadas, que estan unidas por enlaces éster son
susceptibles a la hidrdlisis, que puede ser acelerada cuando Ila
temperatura aumenta y también por el contacto con sustancias acidas o
basicas.
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Fig 2. Hidrdlisis de BPA polimerizado.



2.2 Efectos del BPA sobre los organismos

El BPA es considerado un estrogeno débil porque tiene una menor
afinidad al receptor de estrégenos que el estradiol y ademas en varios
ensayos es 10,000-100,000 veces menos potente que el estradiol
(Vandenberg, Hauser, Marcus, Olea, & Welshons, 2007). Pero existen
estudios que demuestran que el BPA puede estimular la respuesta de las
células a bajas concentraciones (Welshons, Nagel, & vom Saal, 2006). El
BPA tiene una produccion total que excede los 6 billones de libras en el
2003. Esto lo hace uno de los componentes quimicos que se producen
en mayor volumen (Burridge, 2003).

Se tienen estudios en los que se describen los efectos de dosis baja de
BPA en animales, como es el incremento de peso de la prdstata, asi
como cancer en la glandula mamaria y préstata, cambios en la
organizacion de glandulas mamarias, induccidén de proteinas en el Utero,
alteraciones en el hipotalamo, un inicio temprano del ciclo estral y la
pubertad, peso corporal alterado, malformaciones genitales, entre otras
alteraciones (Richter, et al., 2007). En varios estudios la dosis utilizada
esta por debajo de la dosis de referencia o dosis de ingesta diaria
tolerable (TDI) que es de 50 pg/kg de peso corporal/dia. Existe la
hipdtesis que la exposicion a disruptores endodcrinos durante etapas
tempranas del desarrollo, como lo es el BPA, puede causar un
incremento en la incidencia de infertilidad, anormalidades en el tracto
genital, y cancer de mama, esto observado en la poblaciéon europea y
estadounidense desde hace mas de 50 afios (Mufioz-de-Toro, et al.,
2005; Sharpe & Skakkebaek, 1993; Skakkebaek, et al., 1998).

En humanos existen menos estudios de los efectos de la exposicidén al
BPA en la salud, pero se ha asociado su presencia en sangre con varias
condiciones en las mujeres incluyendo obesidad, hiperplasia
endometrial, abortos espontaneos, cariotipos anormales y sindrome de
ovario poliquistico (Vandenberg, Hauser, Marcus, Olea, & Welshons,
2007).

La sensibilidad a los disruptores endocrinos como el BPA, puede variar
dependiendo en la etapa de vida en la que se esté. Puede alterar el
programa epigenético de los genes y resultar en cambios persistentes
gue se pueden expresar mas tarde durante la vida.



Es por eso por lo que la exposicion al BPA en las etapas prenatales y/o
neonatales puede resultar en cambios en prdstata, testiculos, glandulas
mamarias, tamafio del cuerpo, la estructura y la quimica del cerebro, y
hasta el comportamiento (Vom Saal, et al., 2007).

2.3 Cambios en la salud reproductiva

Exponer al organismo a este tipo de sustancias durante la etapa
perinatal puede tener consecuencias a largo plazo, especialmente en el
desarrollo del tracto reproductor (Diamanti-Kandarakis, et al., 2009;
Newbold, Jefferson, & Padilla-Banks, 2009). Algunas de estas
consecuencias se pueden detectar inmediatamente después de la
exposicion y persisten a lo largo de la vida del animal, y otras no se
pueden detectar hasta que llega el organismo a la edad adulta (Richter,
et al., 2007). El BPA administrado a hembras gestantes puede pasar en
30 min de la madre al feto (Uchida, et al., 2002), activando receptores
de estrégeno (Kim, Han, Yoo, Lee, & Park, 2001), y pudiendo causar
anormalidades enddcrinas y/o reproductivas.

Los humanos se exponen comunmente por la via oral, pero también por
exposicion transdérmica por bafiarse con agua contaminada con BPA o
por contacto con el papel térmico de las cajas registradoras o por
inhalacién, estas dos ultimas rutas escapan del primer paso de la
conjugacién del BPA. Un punto de especial preocupacion es las altas
concentraciones de BPA detectadas en la sangre del cordéon umbilical, en
el suero materno durante la gestacion y en el liquido amnidtico durante
las etapas de desarrollo en las cuales puede existir una gran sensibilidad
(Welshons, Nagel, & vom Saal, 2006).

El Utero de roedores es un blanco para las hormonas sexuales
esteroideas. Durante el ciclo estral, el Utero presenta cambios en su
morfologia incluyendo una alta proliferacion de epitelios luminal y
glandular desde el metaestro al dia del proestro, seguido por la
degeneracion por apoptosis del epitelio durante el dia del estro. Estos
eventos ocurren por los cambios en los niveles de hormonas
esteroideas. Es por esto por lo que el Utero ha sido un excelente modelo
para estudios del efecto estrogénico del BPA (Mendoza-Rodriguez, et al.,
2011).
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Estudios en animales han mostrado que una exposicion de BPA en Utero
puede producir efectos adversos en diferentes tejidos (Richter, et al.,
2007).

La exposicion prenatal afecta el desarrollo del cerebro, diferenciacidon
sexual, comportamiento social y ansiedad, y el aprendizaje/memoria
(Kundakovic & Champagne, 2011).

Cuando la hembra estd expuesta algun farmaco, estrés, y a disruptores
enddocrinos durante el embarazo se puede alterar la programacion
epigenética de los genes en el cerebro y contribuir a deficiencias en el
desarrollo neurolégico de la descendencia (Mueller & Bale, 2008;
Novikova, et al., 2008; Skinner, Anway, Savenkova, Gore, & Crews,
2008).

Varios estudios han vinculado la exposicién gestacional o neonatal al
BPA a cambios prolongados en la metilacion del ADN y en la alteracién
de la expresion génica en los tejidos no neuronales (Kundakovic, et al.,
2013).

2.4 Infertilidad

La infertilidad es un problema significativo en la sociedad actual,
afectando al 15% de las parejas en edad reproductiva (Fritz & Speroff,
2011). Varios factores influyen en la generacién de este problema,
como la incidencia de enfermedades de transmision sexual, por el estilo
de vida y la toma de decision tardia para procrear.

El incremento global de la industria ha expuesto a los humanos a una
variedad de compuestos quimicos, como ftalatos, parabenos, bisfenol A,
triclosan entre otros, los cuales se encuentran en una gran variedad de
productos de uso diario (Karwacka, Zamkowska, Radwan, & Jurewicz,
2017). Estos compuestos se han identificado como disruptores
enddcrinos y se han propuesto como una de las distintas exposiciones
en el ambiente responsables de la disminucién de la fertilidad (Crain, et
al., 2008).

Datos en humanos y animales sugieren que los disruptores enddcrinos
posiblemente tienen un impacto adverso en la salud reproductiva (Crain,
et al., 2008) y puede que jueguen un papel importante en Ia
patogénesis de la infertilidad (Mendola, Messer, & Rappazzo, 2008).
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El BPA es capaz de modular el balance hormonal, por lo que puede
afectar el proceso de la reproduccién.

El nimero de estudios en el efecto del BPA en la reproduccién humana
es relativamente bajo (Tomza-Marciniak, Stepkowska, Kuba, &
Pilarczyk, 2017). Se tienen mas analisis en modelos con animales.

Con la hipotesis de que el BPA como compuesto que altera la regulacion
hormonal puede contribuir a la infertilidad en la mujer, se midié la
concentracion de BPA en el plasma sanguineo de mujeres fértiles e
infértiles. Se encontré que la concentracidon fue dos veces mas alta en
las mujeres infértiles que en las fértiles (10.6 contra 4.8 ng mL™?) (La
Rocca, et al., 2014).

En fertilizaciones in vitro en 137 mujeres, hubo una dosis-respuesta
lineal entre la concentracidon de BPA urinario y la falla en la implantacién
(Ehrlich, et al., 2012b). Ademas, se ha visto que mujeres en tratamiento
de fertilizacion in vitro que tuvieron altas concentraciones de BPA
urinario produjeron menos ovocitos (recuento de ovocitos en metafase 2
y el numero de ovocitos fertilizados) y también se indicé una asociacion
entre la concentracion de BPA urinario y la disminucién en la formacion
del blastocisto (Ehrlich, et al., 2012a).

También el efecto negativo del BPA en la recuperacion de ovocitos y el
desarrollo potencial de ovocitos humanos depende de varios factores,
como la edad y la raza/etnia de las mujeres (Fujimoto, et al., 2011).

La exposicion al BPA afecta la funcidn reproductiva en ratones hembra y
algunos efectos pueden ser transgeneracionales (Ziv-Gal, Wang, Zhou,
& Flaws, 2015).

En una exposicién neonatal al BPA (5, 50 y 500 pg/50 puL; inyeccién
subcutanea), causé no solamente cambios en la secrecién de estradiol,
testosterona y progesterona en ratas adultas Sprague-Dawley, también
incrementd la ocurrencia del Sindrome de ovario poliquistico (SOP) y
disminuy6 la fertilidad en un grupo tratado con 50 upg/50 puL, e
infertilidad total en el grupo tratado con la dosis mas alta (Fernandez,
Bourguignon, Lux-Lantos, & Libertun, 2010).
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2.4.1 BPA y su efecto en el atero.

El BPA se ha relacionado con anormalidades en la morfologia del uUtero y
endometriosis. En estudios de ratones BALB/c en gestacidén, que fueron
sometidas a tratamiento con BPA durante la gestacion y 7 dias después
del parto, se observd que las que recibieron el tratamiento con BPA
tuvieron una mayor hipertrofia del endometrio que los animales control.
La incidencia de las estructuras similares a la endometriosis fue en 30%
del grupo que recibié 0.1 mg BPA/kg de peso corporal y un 35% del
grupo que recibio 1 mg BPA/kg de peso corporal, mientras solo en un
caso se encontrd en el control (Signorile, et al., 2010).

En otros estudios en roedores se ha demostrado que el BPA puede
interferir con el crecimiento de los ovarios con dosis baja y alta,
pudiendo contribuir al desarrollo de quistes ovaricos (Santamaria,
Durando, Munoz de Toro, Luque, & Rodriguez, 2016).

Cuando el BPA fue administrado a ratas en su agua (1.2 mg/kg/dia)
durante la gestacion y la lactancia, se observd que hubo un incremento
significativo en el grosor del epitelio uterino y estroma en la progenie
adulta (Mendoza-Rodriguez, et al., 2011). La mayoria de la progenie
expuesta al BPA tuvo una reduccion en la apoptosis epitelial y una
regulacion negativa de la expresion del receptor a estrégeno a en
células epiteliales durante el estro (Mendoza-Rodriguez, et al., 2011).

Estudios in vitro muestran que el BPA en otras células endometriales
parece inducir diferentes efectos. De hecho, se observd un decremento
en la proliferacién en fibroblastos endometriales de humanos aislados de
muestras de histerectomia (Aghajanova & Giudice, 2011)y en células
endoteliales del endometrio (Bredhult, Sahlin, & Olovsson, 2009).

Hay un ndmero creciente de reportes que sugiere que la exposicién al
BPA puede conducir al fallo de la receptividad uterina. Se observd un
menor indice de embarazo y una reduccion en el nimero de los sitios de
implantacidon en ratas administradas con BPA durante la primera semana
postnatal (Varayoud, et al., 2011). Y puede existir una influencia en el
éxito de la implantacion ante la exposicion al BPA. En realidad, se ha
observado que las mujeres con BPA urinario alto, tienen mayor fallo en
la implantacidén durante los tratamientos in vitro (Ehrlich, et al., 2012b).
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Una enfermedad que podria desarrollarse en mujeres por el efecto del
BPA es el Sindrome de ovario poliquistico (SOP), manifestdndose como
una alteracién del metabolismo y reproduccién, asi como la falta de
ovulacién e hiperandrogenismo. Esta enfermedad se caracteriza por un
desorden en el proceso de la foliculogénesis y esta relacionado con la
ocurrencia de infertilidad. La concentracion de BPA en el suero de
mujeres con SOP fue significativamente mas alta (p<0.05) que con las
gue no padecian esta enfermedad (1.05 contra 0.71 ng/mL) (Takeuchi,
Tsutsumi, Ikezuki, Takai, & Taketani, 2004).

Estudios en fibroblastos del endometrio estromal de humanos, que se
sometieron a concentraciones altas de BPA (50 y 100 pM) por 48 h,
tuvieron una proliferacién disminuida (Aghajanova & Giudice, 2011). Se
ha visto que el BPA actla negativamente en las células epiteliales del
endometrio, disminuyendo la proporcion de la proliferacion de una
manera dependiente de la dosis y tiempo (Bredhult, Sahlin, & Olovsson,
2009).

2.4.2 BPA y su efecto en la gestacion.

Algunos estudios han demostrado que la exposicion a disruptores
enddcrinos, que imitan la actividad de hormonas esteroideas, pueden
afectar el crecimiento fetal y la diferenciacién de los érganos (Hardin, et
al., 1981; Kim, et al., 2001).

Existen varios estudios epidemioldgicos que han considerado los efectos
potenciales de la exposicidn prenatal al BPA en la salud reproductiva. Se
ha reportado que nifios de 50 madres con exposicion ocupacional al BPA
durante la gestacién, determinado por mediciones de muestras de aire,
tuvieron un menor peso al nacer que 444 nifios cuyos padres no tenian
exposicion ocupacional al BPA (Miao, Yuan, Zhu, He, & Li, 2011).

Se ha relacionado con una reduccion de la maduracién de los ovocitos, y
a efectos adversos en el lactante y en el nifio, que incluyen un mayor
riesgo de parto prematuro, preeclampsia, acortamiento de la duracién
de la gestacion y medidas antropométricas bajas al nacer (Cantonwine,
Ferguson, Mukherjee, McElrath, & Meeker, 2015; Giulivo, Lopez de Alda,
Capri, & Barceld, 2016; Pinney, et al., 2017; Snijder, et al., 2013).
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Existe un transporte de BPA a través de la placenta hacia el feto. El feto
muy probablemente esté expuesto al BPA libre, y como el higado del
feto no estd desarrollado completamente no puede protegerio de la
constante exposicion al compuesto (Balakrishnan, Henare, Thorstensen,
Ponnampalam, & Mitchell, 2010).

2.4.3 BPA y su efecto en la implantacion del blastocisto.
Principalmente influye en el desarrollo del Utero en el periodo perinatal y
en la etapa de implantacién. Se encontré que el BPA cambia la
receptividad del endometrio al embridon en esa etapa de implantacién
(Xiao, Diao, Smith, Song, & Ye, 2011).

El proceso de implantacién requiere del desarrollo sincronizado del
embridén y del endometrio, cuando el BPA interviene en la receptividad
del endometrio al embridén en la etapa de implantacion, no es claro si
también influye en el desarrollo del blastocisto antes de la implantacién,
conduciendo a la pérdida de la capacidad intrusiva de los blastocistos en
el endometrio.

Un ejemplo el efecto del BPA en la implantacidon se tiene en el estudio
donde se utilizaron inyecciones subcutaneas de 10 mg/kg/dia de BPA en
ratones gestantes y se inhibié la implantacién del embridon (Xiao, Diao,
Smith, Song, & Ye, 2011).

En otra investigacion se administré BPA por via oral a ratones en
gestacion y se encontré que la gestacion termind a la ingesta diaria de
68.84 mg de BPA (Berger, Hancock, & deCatanzaro, 2007).

Por otra parte, el BPA influye en la mitosis y en el desarrollo del ovocito.
Un estudio donde se administrd por via oral 20, 40 o 100 pg BPA/kg de
peso corporal, a ratones hembra por 6-8 dias antes de la obtencién de
los ovocitos, se encontrd que el BPA afecta la mitosis de acuerdo con la
dosis, y a dosis bajas durante las etapas finales en el crecimiento del
ovocito son suficientes para causar efectos indeseables (Hunt, et al.,
2003). Varios estudios in vitro han demostrado que la exposicion al BPA
causa la degeneracion del ovocito alterando la meiosis, y se ha sugerido
que el BPA pudiera alterar el progreso de la profase en la mitosis, tal
como el proceso de emparejamiento, sinapsis y recombinacion, asi como
la supervivencia el ovocito (Briefio-Enriquez, et al., 2011).
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La exposicion crénica al BPA causa efectos adversos en la implantacion y
en el establecimiento de la gestacion (Li, Davila, Bagchi, & Bagchi,
2016). En estudios sobre el mecanismo del BPA en modificar la habilidad
de invasiéon de los trofoblastos humanos, que juegan un papel
importante durante la implantacion del embrion, se establecié que el
numero de células invasivas con el tratamiento de BPA a 0.01, 1 y 100
MM disminuyen al 0.04, 16.48 y 49.92%, respectivamente en
comparaciéon con el control (Wang, et al., 2015). En ratones C57BL6 se
ha demostrado los efectos adversos de dosis alta de BPA en el
transporte del embrién, desarrollo de la preimplantacién vy
establecimiento de la receptividad uterina. Por ejemplo, en el grupo de
ratones tratados con dosis subcutdneas de 100 mg BPA/kg’dia, no se
detectaron implantaciones en el dia 4.5, mientras que se observd la
retencion de embriones en el oviducto y desarrollo retrasado del
embrién (Xiao, Diao, Smith, Song, & Ye, 2011).

Resultados similares se tuvieron, donde se indicé que una sola
exposicion a dosis altas de BPA disminuye la efectividad de implantacion
en ratones (Berger, Shaw, & deCatanzaro, 2008). En ratas también hay
resultados parecidos, en un caso se ha observado que la exposicién en
el periodo neonatal causa dafio a las paredes uterinas, lo que obligd a
un menor numero de lugares posibles para la implantacion de ovocitos
fertilizados durante la pubertad de las hembras (Varayoud, et al., 2011).

2.5 Uniones estrechas (UE)

Las capas de epitelio constituyen una frontera entre el organismo y el
ambiente externo. La existencia de compartimentos en el organismo con
diferentes caracteristicas en los epitelios es posible por la presencia de
las uniones estrechas. Estas proteinas se encuentran en la parte
superior de la membrana lateral, delimita a las células epiteliales y
funcionan como un sello que regula el paso de iones, agua, y moléculas
a través del espacio paracelular, también mantienen la distribucion
polarizada de proteinas y lipidos en la membrana plasmatica. Estas
moléculas (UE) parecen estar organizadas como un grupo de proteinas
transmembranales acopladas a otras proteinas submembranales, que
actian como puentes, conectando el complejo a la actina del
citoesqueleto.
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Las claudinas (Cl's) forman parte de este tipo de proteinas, estan
involucradas en la determinacién de la permeabilidad epitelial. Otra
proteina es Z0O-1 que pertenece a una familia de proteinas llamadas
guanilato quinasas asociadas a membrana (MAGUK) y se caracteriza por
estar formada por varios dominios, varios de ellos con interaccion
especifica proteina-proteina.

Es considerada como una proteina de andamiaje que trae proteinas
estructuralmente diversas, pero funcionalmente conectadas, a la union
estrecha mas cercana (Mendoza-Rodriguez, Gonzalez-Mariscal, &
Cerbdn, 2005). ZO-1 esta concentrada en el lado citoplasmatico en
células epiteliales simples unido al filamento de unidon estrecha. Los
complejos de ZO forman un enlace entre los filamentos de unidn
estrecha y la activa citoplasmatica. Fue localizada en la regidon apical de
la membrana plasmatica lateral de células del epitelio uterino,
seguramente enlazando los filamentos con la actina del citoesqueleto en
células del epitelio uterino (Orchard & Murphy, 2002).

Estudios in vitro han mostrado que ocludina (también forma parte de
este grupo de proteinas) interacciona con otras proteinas de las uniones
estrechas, Z0-1, Z0O-2 y Z0O-3 que unen la ocludina a la actina del
citoesqueleto (Furuse, et al., 1994; Haskins, Gu, Wittchen, Hibbard, &
Stevenson, 1998). Las claudinas contribuyen a las propiedades de
adhesion y barrera y son también responsables de la formacién de
filamentos de las uniones estrechas.

2.5.1 Uniones estrechas durante la gestacion

Las uniones estrechas regulan el paso de solutos por la via paracelular e
imparten polaridad a las células epiteliales separando los dominios apical
y basolateral de la membrana plasmatica. El nUmero de filamentos en la
red de unidén estrecha y el niumero de interconexiones determina la
hermeticidad de la barrera formada por esta red (Claude & Goodenough,
1973). Estas proteinas estan bajo la influencia de hormonas ovaricas.

El epitelio uterino es alterado ciclicamente por hormonas ovaricas que
regulan su capacidad para permitir la implantacién del blastocisto, y
después es invadido periddicamente desde su superficie por el
blastocisto en la implantacién.
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Altos niveles de estrogeno en el proestro y en el dia 1 de gestacion
(DG1) resulta en una red de filamentos paralelos a la superficie apical
con pocos filamentos verticales conectandose con los orientados
horizontalmente (pocas interconexiones) (Murphy, Swift, Mukherjee, &
Rogers, 1982). Como hay edema en el estroma en este dia, el
movimiento de fluido del estroma al lumen uterino requiere que las
uniones estrechas no formen una barrera perfecta para la difusién de
fluido y de pequefias moléculas a lo largo de la via paracelular en la
gestacion temprana, y la morfologia es consistente con lo visto (Murphy,
Swift, Mukherjee, & Rogers, 1981; Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers,
1982).

En las ratas, las células trofoblasticas del blastocisto empiezan a formar
proyecciones a las células del epitelio uterino después de la fijacidn
inicial a la superficie apical del dia 6 de gestacion (DG 6) (Schlafke &
Enders, 1975). Este proceso indica que el complejo de unién que abarca
la via paracelular entre las células del epitelio uterino son modificadas
para preparar las condiciones en las que las células trofoblasticas
penetren.

Existen también cambios en la morfologia de las uniones estrechas que
sugiere que la red de uniones estrechas se vuelve mas eficiente en
blogquear la via paracelular para preservar el contenido liquido luminal
uterino (Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers, 1981; Murphy, Swift,
Mukherjee, & Rogers, 1982).

En el DG 6, que es cuando se da la implantacién del blastocisto, la red
de uniones aumenta 3 veces en profundidad a lo largo de la membrana
plasmatica lateral y también se hace mucho mas complejas en
estructura, con muchas interconexiones entre filamentos, que consiste
en arreglos ramificados (Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers, 1982).

Pareciera que el incremento de la complejidad y “estrechez” morfoldgica
vista durante la gestacion temprana, es un reflejo de la necesidad de
mantener el contenido luminal especialmente fabricado por la secrecién
epitelial para el desarrollo del blastocisto, y asi evitar la dilucion o
pérdida por un flujo no deseado fuera o dentro del lumen (Murphy,
Swift, Mukherjee, & Rogers, 1981; Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers,
1982).
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Como los desmosomas (Illingworth, et al., 2000), uniones adherentes y
la red terminal se pierden al tiempo de la implantacién (Murphy, 2000a),
las uniones estrechas pueden ser las Unicas uniones que dan las
propiedades de adhesién y de barrera a las células del epitelio uterino.

En mujeres, las uniones estrechas son geométricamente mas complejas
en etapas mas tempranas que en las tardias en el ciclo menstrual
(Murphy, Swift, Need, Mukherjee, & Rogers, 1982; Murphy, Rogers,
Hosie, Leeton, & Beaton, 1992). En todas las especies donde hay
suficiente evidencia, se apunta a que la progesterona induce un
incremento en la complejidad de las uniones estrechas (Murphy,
2000b).

2.5.2 Inmunohistoquimica de uniones estrechas en las células
del epitelio uterino de la rata durante la gestacion temprana.

En un estudio realizado en la Facultad de Quimica de la UNAM
(Martinez-Pefia, et al., 2017) se investigd si la administracion de BPA
durante el periodo perinatal en dosis baja (0.05 mg/kg/dia, grupo BPA-
B) o alta (20 mg/kg/dia grupo BPA-A) tiene efecto en la inmunotincion y
localizacion de ZO-1 y claudinas-1, 3, 4 y 7 en células de epitelio uterino
(CEU) de ratas en los dias 1, 3, 6 y 7 de gestacion (DG 1, 3, 6 y 7)
(Figuras 3-6 y Tabla 1).

En el grupo de ratas control se observd que la expresion de ZO-1 y las
claudinas estudiadas varia con el tiempo durante la gestacion. De esta
manera, en el DG 1, Z0O-1 se localiz6 en la parte apical de la membrana
lateral (Fig. 3A). Durante el DG 3 y 6 la distribucién de ZO-1 cambid,
localizandose a lo largo de la membrana basolateral (Fig. 4A y 5A).

En el DG 7, ZO-1 se localiz6 de nuevo en la parte apical, aunque en una
menor intensidad de tincién (Fig. 6A). Las claudinas-1 y -3 mostraron
un pico de expresion en el dia 3 (Fig. 3D y G) mientras que claudina-4
se expresa a partir del dia 6 en el sitio de implantacién (Fig. 3J). En los
otros dias estudiados la inmunotincion fue menor. También se encontro
gue la expresion de la claudina-7 en el dia 7 (Fig. 6M) es menor que en
los dias 1 y 3 (Fig. 3M y 4M). Estas observaciones indican que a medida
gue la gestacion avanza, la distribucidn y la expresion de ZO-1 y las
claudinas estudiadas sufren cambios significativos. A continuacidon, se
describe los cambios que se observaron en la expresion y localizacién de
estas proteinas entre el grupo control y los tratados con BPA.
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Tabla 1. Expresion y localizacion de las proteinas de uniones estrechas
en células de epitelio uterino (CEU) durante la gestacidon temprana:

DG 1 Control BPA-B BPA-A
Z0-1 +++parte +parte superior ++puntual
superior
Claudina-1 +lateral ++lateral +++basolateral
Claudina-3 +lateral +lateral +basal
Claudina-4 -- +basolateral --
Claudina? +++basolateral | +mitad inferior | +++basolateral
DG 3
Z0-1 +++basolateral +puntual ++parte
superior
Claudina-1 ++lateral +lateral +++lateral
Claudina-3 +++lateral +lateral ++lateral
Claudina-4 -- +basolateral +basolateral
Claudina? +++basolateral | +mitad inferior | +++basolateral
DG 6
SI Z0-1 ++tercio +++tercio +parte superior
superior superior
Claudina-1 ++mitad ++mitad +++mitad
inferior inferior inferior
Claudina-3 +lateral +lateral +lateral
Claudina-4 +basolateral ++basolateral/ +puntual
+estroma
citoplasmatico

Cont.
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DG7

S1 Z0-1 +puntual +parte superior +puntual
Claudina-1 +lateral -- ++lateral
Claudina-3 | +lateral/++estr --/+estroma --

oma citoplasmatico
citoplasmatico
Claudina-4 --/++estroma -- --/+estroma
citoplasmatico citoplasmatico
Claudina? ++basolateral +++basal ++basolateral

Basal, porcidon basal de la membrana; Basolateral, porcion basolateral de la membrana; Lateral,
porcion lateral de la membrana; mitad inferior, mitad inferior de la membrana lateral; Puntual,
puntual en la porcion superior de la membrana lateral; Parte superior, parte superior de la
membrana lateral; tercio superior, tercio superior de la porcién lateral de la membrana; estroma
citoplasmatico, tincidn citoplasmatica de células del estroma. DG, dia de gestacidn; SI, sitios de
implantacion. No hay tincién (--), baja tinciéon (+), tincidn moderada (++), tincion intensa

(+++).
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Fig 3. Inmunolocalizacién de las proteinas de las UE en las CEU en animales control y
tratados con BPA al dia 1 de la gestacién. El tratamiento que tuvo cada grupo se especifica
en la parte superior de las columnas y la proteina detectada en la parte izquierda de cada fila.
Control, animales control; BPA-B, BPA dosis baja; BPA-A, BPA dosis alta. Las flechas indican
la localizacion de la proteina en la parte apical de la membrana lateral de las CEU, y las
puntas de flecha indican la localizacién en la membrana lateral. Barra= 20um. En los paneles
A-C, 1, ], L, y M-O también se muestran los nucleos tefiidos con DAPI.
Las comparaciones se hicieron con respecto al control. ZO-1 tuvo una
tincidn menor en el grupo BPA-B respecto al grupo control (Figura 3B y
Tabla 1), mientras que en el grupo BPA-A Z0O-1 presentd una tincién
intermedia y distribucion puntual (Figura 3C y Tabla 1). La CI-1
incremento su tincion conforme aumento la dosis de BPA (Figura 3E, Fy
Tabla 1), y en CI-3 se observd lo contrario, esta fue disminuyendo la
intensidad de la tincién (Figura 3H e I). Cl-4 solo se detecté en BPA-B
(Figura 3K y Tabla 1) y en este tratamiento CI-7 se observé disminuida

su intensidad (Figura 3N y Tabla 1).
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Fig 4. Inmunolocalizacién de las proteinas de las UE en las CEU en animales control y
tratados con BPA al dia 3 de la gestacion. El tratamiento que tuvo cada grupo se especifica
en la parte superior de las columnas y la proteina detectada en la parte izquierda de cada
fila. Control, animales control; BPA-B, BPA dosis baja; BPA-A, BPA dosis alta. Las flechas
indican la localizacion de la proteina en la parte apical de la membrana lateral de las CEU, y
las puntas de flecha indican la localizacién en la membrana lateral. Barra= 20pm. En los
paneles B y J también se muestran los nucleos tefiidos con DAPI.
La sefal de ZO-1 en el grupo BPA-B (Figura 4B y Tabla 1) casi no se
percibe, pero en BPA-A es mas evidente esta sefial, que se localiza en la
parte superior de la membrana celular (Figura 4C y Tabla 1). La
intensidad de la tincion de CI-1 en el grupo BPA-B se ve disminuida
respecto al grupo control y al BPA-A (Figura 4E y Tabla 1). Para la CI-3,
los dos tratamientos de BPA indujeron una disminucion en la tincién
respecto al grupo control, siendo mas evidente en la dosis baja (Figura
4H, I y Tabla 1). No se detecta sefal de Cl-4 en el grupo control (Figura
4] y Tabla 1), pero ya en los tratamientos de BPA-B y BPA-A (Figura 4K,
L y Tabla 1) se observd sefial para esta proteina. La intensidad de la
tincién para CI-7 fue menor en el grupo BPA-B (Figura 4N y Tabla 1)
respecto a los grupos control y BPA-A (Figura 4M, L y Tabla 1).
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Fig 5. Inmunolocalizacién de las proteinas de las UE en las CEU de SI en animales control y
tratados con BPA al dia 6 de la gestacidén. El tratamiento que tuvo cada grupo se especifica
en la parte superior de las columnas y la proteina detectada en la parte izquierda de cada fila.
Control, animales control; BPA-B, BPA dosis baja; BPA-A, BPA dosis alta. Las flechas indican
la localizacidén de la proteina en la parte apical de la membrana lateral de las CEU, y las
puntas de flecha indican la localizacién en la membrana lateral. Barra= 20pum. En el panel L
también se muestran los nucleos tefidos con DAPI.

En el grupo BPA-B se observd una mayor intensidad en la tincién lateral
de ZO-1 respecto al grupo control (Figura 5B y Tabla 1) mientras que en
el grupo BPA-A Z0O-1 se concentré en la regidon superior de la membrana
lateral (Figura 5C y Tabla 1). La tincién de CI-1 en la membrana lateral
y en el citoplasma se detectd incrementada en el tratamiento de BPA-B
y BPA-A respecto al grupo control (Figura 5E, F y Tabla 1). CI-3 presenté
una sefal apenas detectable en los dos tratamientos y en el control
(Figura 5G-I y Tabla 1). La tincion de CL-4 se observd por primera vez
en el grupo control, donde se localizd6 en la membrana basolateral
llegando hasta el extremo apical, al igual que el grupo de BPA-B (Figura
5], Ky Tabla 1).

También se localizé en el citoplasma de células del estroma (Figura 5K *
y Tabla 1) y en BPA-A se presentd una tincidn muy baja en la parte
apical de la membrana lateral de las CEU (Figura 5L y Tabla 1).
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Fig 6. Inmunolocalizacion de las proteinas de las UE en las CEU de SI en animales control y
tratados con BPA al dia 7 de la gestacion. El tratamiento que tuvo cada grupo se especifica
en la parte superior de las columnas y la proteina detectada en la parte izquierda de cada
fila. Control, animales control; BPA-B, BPA dosis baja; BPA-A, BPA dosis alta. Las flechas
indican la localizacion de la proteina en la parte apical de la membrana lateral de las CEU, y
las puntas de flecha indican la localizacién en la membrana lateral. Barra= 20um. En los
paneles A-C, E y H-L también se muestran los nlcleos tefiidos con DAPI.

Durante este dia el grupo de BPA-B presentdé un incremento en la sefal
de Z0O-1 (Figura 6B y Tabla 1). Para ClI-1 en el grupo BPA-B, se observod
una tincion citoplasmatica difusa y en BPA-A incrementd la sefal en la
zona basolateral (Figura 6E, F y Tabla 1). Los dos tratamientos de BPA
redujeron la sefal de CI-3 (Figura 6H, I y Tabla 1). El tratamiento con
BPA-A disminuyd la sefial citoplasmatica de Cl-4 en las células del
estroma, mientras que en BPA-B no se presentd la sefial (Figura 6K, Ly
Tabla 1). Asi mismo, el tratamiento con BPA-B incrementd la tincién de
Cl-7 (Figura 6N y Tabla 1).
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2.6 Adhesiones focales (AF)

Las adhesiones focales (AF) consisten en un numero de proteinas de
tipo estructural y de sefializacion que vincula la matriz extracelular (ME)
con la actina intracelular del citoesqueleto. Ademas, estan involucradas
en la modulacién de numerosos procesos bioldgicos. En el embarazo
temprano, estas proteinas estan a lo largo de la superficie basal de
células del epitelio luminal del Utero de rata. Cuando llega el tiempo de
la implantacién, las proteinas de las adhesiones focales como talina,
paxilina, integrina B1 y B3 son desmontadas del sitio de adhesién focal,
permitiendo que las células del epitelio luminal sean menos adherentes
al estroma vy facilitar asi su separacion para promover la invasion del
embrién (Diamanti et al. 2009).

Tabla 2. Resumen de los resultados de los grupos de tratamiento del
Bisfenol-A sobre la expresidon de la proteina de adhesién focal: Paxilina,
en el Utero de ratas durante la gestacidon temprana.

Control BPA-B BPA-A
Dia 1 Basal + Basal ++ Basal +
Apical + Apical +++ Apical ++
Lateral + Lateral++ Lateral+
Dia 3 Basal ++ Basal + Basal +
Apical ++ Apical ++ Apical ++
Lateral+ Lateral+ Lateral+
Dia 6 Basal + Basal ++ Basal ++
Apical +++ Apical ++++ Apical ++++
Lateral+ Lateral+ Lateral++
Dia 7 Basal no Basal ++ Basal no
Apical ++ Apical ++ Apical +
Lateral++ Lateral+ Lateral+

Dénde: +: tincién escasa; ++: tincion moderada; +++: tincidn media; ++++; no: no se
presentoé tincion.

2.6.1 Inmunohistoquimica de la proteina de adhesion focal
paxilina en las células del epitelio uterino de la rata durante la
gestacion temprana.

En un estudio realizado en la Facultad de Quimica de la UNAM se
investigd si la administracion de BPA durante el periodo perinatal en
dosis baja (0.05 mg/kg/dia, grupo BPA-B) o alta (20 mg/kg/dia grupo
BPA-A) tiene efecto en la inmunotincién y localizacion de la proteina
paxilina, la cual forma parte de las adhesiones focales (Méndez Carrillo,
2016).
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Dia 1 de gestacion.
Dia1
Control BPA-B BPA-A
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Fig 7. Inmunolocalizacion de las proteinas de las AF en las CEU en animales control y
tratados con BPA durante el dia 1 de la gestaciéon. El tratamiento que tuvo cada grupo se
especifica en la parte superior de las columnas y la proteina detectada en la parte izquierda
de cada fila. Control, animales control; BPA-B, BPA dosis baja; BPA-A, BPA dosis alta. Las
flechas indican la localizacién de la proteina en la parte apical de la membrana lateral de las
CEU, y las puntas de flecha indican la localizacidon en la membrana lateral. Barra= 20um.

El dia 1 corresponde al siguiente de apareamiento. En este dia (Figura 7
y Tabla 2), Paxilina se localizd a lo largo de las regiones basal (punta de
la flecha) y apical (flecha) de las CEU, en todos los grupos tratados. Los
tratamientos con BPA mostraron mayor tincién en la region apical
(flecha) que, en el control, siendo BPA-B en la que se observd una
tincibn mas intensa en la region apical (Figura 7B y Tabla 2). En la
region basal (punta de la flecha) el grupo de BPA-B (Figura 7B) mostro
mayor tincidon con respecto al control (Figura 7A).

31



Dia 3 de gestacion.

Dia 3
Control BPA-B BPA-A
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Fig 8. Inmunolocalizacion de las proteinas de las AF en las CEU en animales control y
tratados con BPA durante el dia 3 de la gestacion. El tratamiento que tuvo cada grupo se
especifica en la parte superior de las columnas y la proteina detectada en la parte izquierda
de cada fila. Control, animales control; BPA-B, BPA dosis baja; BPA-A, BPA dosis alta. Las
flechas indican la localizacién de la proteina en la parte apical de la membrana lateral de las
CEU, y las puntas de flecha indican la localizacién en la membrana lateral. Barra= 20um. En
los paneles A-C también se muestran los nucleos tefiidos con DAPI.
Dia de gestacién 3 (Figura 8 y Tabla 2), la tincidon de Paxilina en la
region basal (punta de la flecha) y apical (flecha) aumenté con respecto
al grupo control del dia anterior (Figura 7), sin embargo, la tincién de
esta proteina se vio reducida en los grupos BPA-B (Figura 8B) y BPA-A
(Figura 8C) con respecto al dia anterior con sus respectivos tratamientos
(Figura 7). Se mantuvo una tincion similar en todos los tratamientos en

la regidn lateral.
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Fig 9. Inmunolocalizacion de las proteinas de las AF en las CEU en animales control y
tratados con BPA durante el dia 6 de la gestacién. El tratamiento que tuvo cada grupo se
especifica en la parte superior de las columnas y la proteina detectada en la parte izquierda
de cada fila. Control, animales control; BPA-B, BPA dosis baja; BPA-A, BPA dosis alta. Las
flechas indican la localizacion de la proteina en la parte apical de la membrana lateral de las
CEU, vy las puntas de flecha indican la localizacion en la membrana lateral. Barra= 20um. En
los paneles D-F también se muestran los nucleos tefiidos con DAPI.

El momento de la implantacidén es el dia 6 (Figura 9 y Tabla 2), en el
grupo control se detectd una disminucién de la presencia de Paxilina en
la membrana basal (punta de la flecha) de las CEU (Figura 9A) respecto
a este mismo grupo en el dia 3 (Figura 8A). En cambio, en ambos
grupos con BPA (Figura 9B, C y Tabla 2), se observd un incremento en
la tincion basal (punta de flecha) respecto a este mismo grupo en el dia
3 (Figura 8 y Tabla 2). Ademas, esta tincion basal (punta de la lecha)
fue mayor en los grupos tratados con BPA respecto a la tincidon del grupo
control en este mismo dia (Figura 9 B, C y Tabla 2).

La tincién en la regién apical (flecha) de las CEU en el grupo control
durante el dia 6 (Figura 9 y Tabla 2) aumentd con respecto a ese mismo
grupo en el dia 3 (Figura 8). Por otra parte, los grupos tratados con BPA
(Figura 9B, C y Tabla 2), presentaron un aumento en la expresion de
Paxilina en la region apical (flecha) con respecto al grupo control (Figura
9A). Asi mismo, todos los tratamientos expresaron escasa tincidén de la
proteina en la regién lateral (Figura 9 y Tabla 2).
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Dia 7 de gestacion.

Dia7
Control BPA-B

‘&"i'l"‘la

Fig 10. Inmunolocalizacidn de las proteinas de las AF en las CEU en animales control y
tratados con BPA durante el dia 7 de la gestacién. El tratamiento que tuvo cada grupo se
especifica en la parte superior de las columnas y la proteina detectada en la parte izquierda
de cada fila. Control, animales control; BPA-B, BPA dosis baja; BPA-A, BPA dosis alta. Las
flechas indican la localizaciéon de la proteina en la parte apical de la membrana lateral de las
CEU, y las puntas de flecha indican la localizaciéon en la membrana lateral. Barra= 20um.

En el dia 7 el blastocisto penetra hacia el estroma. En este dia, los
grupos control y BPA-A (Figura 10A y C), no se detectd la presencia de
Paxilina en la membrana basal en las CEU, pero si en el tratamiento con
BPA-B (Figura 10B).

La tincién de Paxilina en la membrana apical (flecha) de las CEU
disminuyo en todos los grupos respecto a la que se observo en el dia 6
(Figura 9 y Tabla 2).

En el dia 7 la intensidad de la sefal fue similar en los grupos control y
BPA-B (Figura 10B), y disminuyd en el tratamiento BPA-A (Figura 10C).
Se observé presencia de la proteina en la membrana lateral de las CEU
en todos los grupos, presentando una menor expresion en los grupos
tratados con BPA (Figura 10B y C) respecto al control (Figura 10A).
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2.7 Importancia de las proteinas UE y AF en la gestacion

La implantacion del blastocisto es un evento complejo y coordinado que
solo pasa durante un estricto periodo de tiempo, este se conoce como
ventana de implantacién. La eliminacion de células del epitelio luminal
uterinas que estan en contacto con el blastocisto es importante para
facilitar proliferacion de células del trofoblasto en ratas (Kaneko,
Murphy, & Day, 2014).

La implantacion inicia con la unién del blastocisto al epitelio uterino,
seguido de su penetracién y continua con una invasion controlada de las
células trofoblasticas en la decidua que se desarrolla del estroma
endometrial. Este proceso requiere de cambios en el endometrio para un
éxito en la gestacion, que es regulada por hormonas ovaricas, asi como
sefiales embrionarias. Normalmente las células epiteliales no permiten la
adhesion de otras células a la superficie apical, esto hace que la union
epitelio uterino-trofoblasto sea un caso Unico. Las proteinas de las
uniones estrechas juegan un rol esencial y pueden ser afectadas durante
los cambios epiteliales y deciduales. Se encuentran en la parte apical del
complejo de union, que constituye el borde entre los compartimentos de
la membrana apical y basolateral, manteniendo la polaridad apico-basal
de las células epiteliales. Algunas claudinas, que forman parte de las
uniones estrechas, tienen una mayor expresion en la implantacion en el
dia 4.5 de embarazo en ratones, esto sugiere que tienen un papel
importante para la implantacién del blastocisto (Schumann, Buck,
Classen-Linke, Wennemuth, & Grimmer, 2015).

Las adhesiones focales juegan un papel importante al momento de la
implantacidon, donde alguna de las proteinas principales como Paxilina
son desarmadas del sitio de las adhesiones focales con el propdsito de
promover la invasién del embrion.

Entonces para que la implantacion se realice de manera exitosa, el
endometrio sufre de cambios drasticos de tipo morfoldgico y molecular
para que se dé la implantacion del blastocisto, estos cambios son
conocidos como la transformacion de la membrana e involucran la
expresion y activacion de diferentes moléculas.
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3. Planteamiento del problema

La infertilidad humana es una problematica que ha estado aumentando
durante los Ultimos afios, como consecuencia se abre el campo de la
investigaciéon para poder entender cuales son los posibles agentes
causales de esta condicién. Un grupo de estos agentes causales son los
llamados disruptores endocrinos que tiene la caracteristica de provocar
cambios en el organismo, y por consecuencia ocasionar problemas en la
reproduccion humana.

4. Hipotesis

La exposicién de ratas a diferentes dosis de BPA durante el periodo
perinatal provocara que cuando estos animales lleguen a etapa adulta y
gueden gestantes se presenten cambios en la expresidon de las proteinas
de uniones estrechas y adhesiones focales del epitelio uterino de las
ratas, evaluada esta expresion por western-blot.

5. Objetivo general

Determinar el efecto de la administracidon durante el periodo perinatal de
bisfenol-A sobre la expresion de proteinas de las adhesiones focales y
uniones estrechas en el Utero de la rata durante la gestacién temprana.

5.1 Objetivos particulares

* Obtener muestra del tejido uterino de ratas adultas que estuvieron
expuestas al BPA durante la gestacion y lactancia.

e Cuantificar la expresiéon de proteinas de las adhesiones focales
(paxilina) y uniones estrechas (Z0-1, CI-1,-3, -4 y -7) después de
ser expuestas al BPA por medio de Western-Blot.

¢ Comparar los resultados con las inmunohistoquimicas de las
proteinas en cortes histoldgicos de uUtero de ratas que tuvieron el
mismo tratamiento, procedentes de trabajos previos en el
laboratorio.
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6. Metodologia y Material

6.1 Animales

El manejo y cuidado de los animales se hizo con base en las directrices
de la Ley Mexicana de Proteccion Animal y con la aprobacién del Comité
Institucional para el Uso y Cuidado de Animales para Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM. Las ratas de cepa Wistar se
obtuvieron del centro UNAM-Harlan. Se mantuvieron bajo un ciclo de
12:12 h luz:oscuridad con comida y agua del grifo ad libitum. Se hizo un
monitoreo del ciclo estral de las ratas (n=48) con un frotis vaginal, para
seleccionar las que tuvieran ciclos regulares.

6.1.1 Tratamiento de la generacion FO

Fueron seleccionadas 21 ratas para ser apareadas. Se detectd la
gestacion de los animales al observar espermatozoides en el frotis
vaginal que se realizd después de la monta del macho. Este dia
corresponde al DG 1. A estas ratas se les agrup6 dependiendo de si se
les administré una dosis baja de BPA (BPA-B) que fue de 0.05
mg/kg/dia, dosis alta de BPA (BPA-A) que fue de 20/mg/kg/dia o el
grupo control que solo recibié el vehiculo. Para el BPA, la dosis mas baja
con efectos adversos observables (LOAEL) por via oral en ratas es de 50
mg/kg/dia, como determind la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (US EPA). El Programa Nacional de Toxicologia (NTP)
sugiere una dosis de corte de 5 mg BPA/kg/dia para la clasificaciéon de
efectos con dosis baja, independientemente de Ila ruta de
administracion, duracion de la exposicion, o la edad/etapa de vida en la
cual la exposicién ocurra (Melnick, et al., 2002).

La dosis de BPA-B es 100 veces menor que la dosis baja de corte
sugerida por el NTP y similar a la dosis segura o al nivel aceptable de
ingestion (ADI) establecida por US EPA. Mientras que la dosis de BPA-A
es cuatro veces mas alta que la dosis baja de corte sugerida por el NTP
y 2.5 veces mas baja que la LOAEL determinada por US EPA. El BPA fue
pesado de acuerdo con el peso de la rata, se disolvidé en etanol absoluto
y se agregd al agua en botellas de vidrio que bebidé cada rata. El grupo
control solamente tomd agua con etanol al 0.1%. Los tratamientos se
dieron del dia 6 de gestacion hasta el dia 21 postnatal.
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6.1.2 Tratamiento de F1

En el dia 21 postnatal, se destetaron a los animales y las hembras
fueron separadas, se dejaron llegar a una edad adulta (hasta los 3
meses de edad). Después del destete, ya no se les administrd BPA, ellas
estuvieron expuestas al BPA solamente durante la gestacion y la
lactancia. Una vez que llegaron a etapa adulta se les monitored el ciclo
estral y se aparearon con machos de fertilidad comprobada. Se
establecid el dia 1 de gestacion por la presencia de espermatozoides en
el frotis vaginal el dia siguiente al apareamiento. Se sacrificaron las
hembras de cada tratamiento en el dia 1, 3, 6 y 7 de gestacion. Y se
hizo la diseccion de ambos cuernos uterinos de cada.

6.2 Determinacion de los sitios de implantacion

Se determinaron los sitios de implantacidon del blastocisto en el Utero de
las ratas en los dias 6 y 7 de gestacion. Para ello, se inyectd azul de
Evans por via intravenosa 30 min antes de que se sacrificaron a las
ratas. En estas zonas aumenta la vascularizacién con respecto a otras
areas del Utero. Es por eso que en estos sitios se tifien con el colorante.

6.3 Extraccion de proteinas

Se prepard amortiguador de lisis (PBS 1%, NP 40 1%, deoxicolato de
sodio 0.5%, SDS 0.1% e inhibidor de proteasas 1%) para colocar 200
ML en cada microtubo. Se hizo un raspado del endometrio uterino con
una hoja de bisturi, en cada sitio de implantacion de la muestra de
tejido uterino de alguna rata seleccionada y la hoja es limpiada con el
amortiguador. Se usé una diferente hoja de bisturi entre cada
tratamiento.

Ya con la muestra en el amortiguador de lisis se hicieron 30 pases de la
solucidon por con una jeringa de 1 mL, cambiando de jeringa en cada
muestra. Las muestras se sonicaron por 3 min (30 s on-20s off 35%), y
se centrifugaron a 14,000 g por 20 min a 4°C.
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6.4 Cuantificacion de proteinas

6.4.1 Bradford
Se preparo la siguiente curva patrén:

Tabla 3. Preparacion de la curva patron para la cuantificacion de
proteinas.

Mg Bsa | ML Bsa (tmg/mu) | ML H20dd | ML Reactivo de Bradford
0 0 10 200
0.5 0.5 9.5 200
1 1 9 200
2 2 8 200
3 3 7 200
4 4 6 200
5 5 5 200

El reactivo de Bradford se prepard al momento, haciendo una dilucion de
1 mL Bradford (Bio-Rad) + 4 mL de agua desionizada. Se mezclé y se
filtrd la disolucion. En una placa con 96 pozos se colocaron los
volumenes especificados en la Tabla 3 de cada reactivo.

Se hicieron diluciones 1:10 de cada muestra de proteina, de esta
dilucién se tomaron 5 pL y se mezclaron con 5 pL de H,0O dd.

Tanto la curva patron como las muestras se hicieron por duplicado y ya
gue se tuvieron preparados todos los pozos al final se agregd el reactivo
de Bradford en todos los pozos, se dejé incubar por 5 min y se
centrifugdé a 1200 rpm para mezclar y quitar las burbujas que se
hubiesen formado. La absorbancia de las muestras y de la curva patrén
se leyeron en un lector de placas (Epoch, Biotek) a 595 nm.
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6.5 Western-Blot

6.5.1 Preparacion de los geles

Primero se colocaron los vidrios bien alineados en el bastidor y se
pusieron sobre las juntas y se ajustaron los bastidores en el soporte
(Fig. 11). Se hizo una marca 1 cm por debajo del peine, que es el nivel
hasta donde lleg6 el gel separador (Bio-Rad. Instruction Manual, Mini-
PROTEAN® Tetra Cell Rev D).

N

gﬁ

Dol

B

ﬁﬂ 2 |

1c. 1d.

Fig 11. Montaje de vidrios en el bastidor y soporte. Obtenido de
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/10007296D.pdf

En un tubo Falcon se prepard el gel separador (15% para separar las
Claudinas u 8% para Paxilina, ver Anexo A) el cual ya mezclado se
depositd hasta la marca que se hizo en el vidrio. Se agregd una cantidad
suficiente de etanol 80% para cubrir la parte superior del gel para
impedir el contacto con el aire y se polimerizara el gel.

Se preparo el gel concentrador (Anexo A), se retird el etanol, y se
agrego el gel concentrador encima del gel separador entre los dos
vidrios hasta la parte superior del vidrio corto. Se colocé el peine para
diez pozos y se dejé polimerizar.
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6.5.2 Preparacion de las muestras

Se prepararon 9 muestras de proteina para cada gel, las cuales
consistian en 3 muestras del grupo control, 3 muestras del tratamiento
con dosis baja y 3 muestras del tratamiento con dosis alta. Cada
muestra era de diferente rata. Con una micropipeta se tomaron la
cantidad en pL equivalente a 30 pg de proteina de las muestras. Cada
muestra se colocd en un microtubo etiquetado y en todo momento se
mantuvieron las muestras en hielo. Se agregé amortiguador de carga
(Anexo A) en todos los tubos, se mezcld en un vortex y se centrifugaron
los tubos. En una parrilla de calentamiento para tubos, se calentaron las
muestras a 95°C, por 5 min e inmediatamente se enfriaron a 4°C. Si
hubo residuos de la mezcla se volvieron a centrifugar.

6.5.3 Ensamblaje del moédulo de electroforesis y carga de
muestras.

Se limpid y seco el marco de sujecion (Figura 12, a) y se colocaron los
vidrios con el corto mirando hacia dentro (Figura 12, b). Se ajustaron
los vidrios hasta el tope superior (Figura 12, c) y se aseguraron con los
brazos del marco (Figura 12, d). Ya preparado el marco de sujecidon con
los vidrios, se coloco en el tanque cuidando que coincidieran la marca
roja del tanque con la del marco y la marca negra (Figura 12, f).

Fig 12. Montaje de vidrios en el marco de sujecion y en el tanque. Obtenido de
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/10007296D.pdf
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Se llen6é con amortiguador de corrida 2X (ver Anexo A) el espacio entre
los dos vidrios y el tanque hasta la marca de 2 geles. Se le dio una
sacudida al marco de sujecion para retirar las burbujas formadas en el
fondo. Con una micropipeta, se cargaron 5 pL del marcador de peso
molecular en el primer pozo, en los nueve pozos restantes se colocaron
las muestras de los animales control, de dosis baja y alta. Es importante
hacer el cambio de punta entre cada muestra y cargar lentamente para
evitar que la muestra se salga de los pozos. La tapa se colocd encima
del tanque, de tal forma que los enchufes del marco entren en los
conectores de la tapa. Los cables se conectaron a una fuente de poder y
se corrid a 60 V hasta que el frente de corrida pasé del gel concentrador
al gel separador. Cuando sucedi6 esto, se puso en pausa la fuente de
poder para cambiar el voltaje a 110 V y se continud el proceso hasta
gue el frente de corrida llego al final del gel, sin que salga.

Terminada la electroforesis, se tomaron los geles y se dejaron en un
recipiente con amortiguador de transferencia (ver Anexo A) por 15 min.

6.6 Transferencia

Los papeles filtro y fibras se equilibraron en un recipiente con
amortiguador de transferencia por 20 min. Antes de terminar el tiempo,
se tratd la membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) con metanol
por 15 segundos, se enjuagd con agua desionizada por 2 min y se dejo
por 5 min en amortiguador de transferencia (Bio-Rad. Mini Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer Cell).

En la Figura 13 se muestra como se montaron los componentes en el
cassette.

Fibra

Papel filtro

Membrana

Gel

Papel filtro

Fibra

http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/M1703930.pdf
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Cuando se tienen los cassettes preparados, se montaron en un maédulo
que tiene una parte oscura que coincide con el lado gris del cassette.
Dentro del tanque se colocd una barra magnética, se introdujo el
moddulo junto con los cassettes y se agregd la unidad de enfriamiento.
Con todo esto armado se procedid a llenar de amortiguador de
transferencia hasta la marca de “blotting”. Se establecié la corriente a
110 V por 60 min (Fig 14).

Fig 14. Preparacién del tanque para la transferencia y montaje de los cassettes en el médulo.
Obtenido de http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/M1703930.pdf
6.7 Preparacion de anticuerpos y membranas.
Se prepara solucion de blogueo con amortiguador tris salino-tween
(TBS-T) mas 10% de leche en polvo descremada. En dos recipientes, se
colocaron las membranas en la solucién de bloqueo, y se incubaron con
agitacién constante por 1 hora.

Antes de que terminara el tiempo de incubacion, se hicieron las
diluciones del anticuerpo primario (Anexo B) contra la proteina de
interés: En el caso de anti-GAPDH, se tomaron 0.6 uL del anticuerpo y
se diluyeron en 7 mL de TBS-T; para anti-ZO-1, anti-Cl-1, anti-ClI-3,
anti-Cl-4, anti-Cl-7 y anti-Paxilina, se tomaron 2 uL del anticuerpo y se
diluyeron con 7 mL de TBS-T, cada anticuerpo por separado. Cada
membrana fue cortada, tomando en cuenta los marcadores de peso
molecular, de manera que una parte se dejo incubando con anti-GAPDH
y la otra con el anticuerpo para la proteina de interés. La membrana se
dejo incubando con el anticuerpo primario toda la noche con agitacion
constante.
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Al dia siguiente, se hicieron 3 lavados de 10 min con TBS-T a cada
membrana. Con el anticuerpo secundario (Anexo B) para GAPDH vy
Claudina-1, 3 y 7 se utilizaron 1.2 pL del anticuerpo secundario anti-
conejo mezclado con 10 mL de TBS-T para cada uno.

En el caso de Cl-4 se usaron 1.2 uL del anticuerpo secundario anti-ratén
en 10 mL de TBS-T y para ZO-1 y Paxilina se tomaron 2 pL de
anticuerpo secundario anti-conejo y se diluyeron en 10 mL de TBS-T.

Se incubaron las membranas que tenian la proteina GAPDH con 10 mL
de la dilucidon del anticuerpo secundario por 1 hora en agitacion
constante y la otra membrana con la proteina de interés se dejo
incubando toda la noche con agitacidon hasta el siguiente dia. Cuando los
tiempos de incubacién terminaron, se hicieron 3 lavados de 10 min con
TBS-T a cada membrana.

6.8 Revelado y cuantificacion.

Con la membrana lista, se prepard solucion reveladora con el sustrato
Immobilon quimioluminiscente de peroxidasa de rabano (HRP, ver
Anexo B). Haciendo uso de una micropipeta se cubrié la membrana con
la solucién reveladora, en el lado en que la membrana estuvo en
contacto directo con el gel.

Utilizando el escaner para quimioluminiscencia LI-COR C-DiGit
conectado a una computadora y con el software Image Studio Digits Ver
4.0, se hizo el revelado de las membranas colocandolas en la zona de
escaneo, asi como el analisis.

El software arrojé una imagen con las bandas oscuras que representan
las proteinas que buscamos, a partir de las cuales se hicieron las
cuantificaciones por densidad 6ptica.

6.9 Analisis de datos

Los analisis se hicieron con el uso del programa, GraphPad Prism®. Con
la intenciédn de determinar si los diferentes tratamientos tenian
diferencia significativa con respecto al control se hizo un analisis de
varianza (ANOVA) seguido de la prueba Tukey.
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7. Resultados

A continuacion, se presentan los resultados de la deteccién de proteinas
mediante western-blot (Fig. 15 y Fig. 16). Las imagenes de las bandas
corresponden a las membranas que se revelaron por
guimioluminiscencia y las graficas son los resultados que se tienen
después de hacer el analisis densitométrico con el programa GraphPad
Prism®. Los valores de densitométricos que se graficaron se obtuvieron
al realizar el cociente de la densitometria que pertenece a la proteina de
interés entre la densitometria del gen de expresion constitutiva GAPDH.

7.1 Efecto del BPA en los niveles de proteinas de UE en el Gtero
de rata.

Las imagenes de las membranas reveladas para las proteinas de
uniones estrechas zZ01, CI-1, CI-3, ClI-4, CI-7 y GAPDH se muestran en
la Figura 15, los tratamientos se comparan siempre con el control.

En el DG 1, el grupo BPA-B presenté una menor expresion de la proteina
Z01, en comparacion con el control (Fig. 15A). La cantidad de claudina-
1 fue aumentando conforme se incremento la dosis de BPA. Claudina-3
tuvo una menor expresién en los dos grupos tratados con BPA con
respecto al control. En la claudina-4 observamos un comportamiento
diferente entre los dos grupos tratados con BPA: mientras que el grupo
que fue tratado con la dosis baja se observa una mayor expresion de la
claudina-4 respecto al grupo control, el grupo tratado con la dosis alta
presentd una expresion similar al control. Para la claudina-7 tenemos
una menor expresidon de esta proteina en el grupo tratado con dosis baja
de BPA, mientras que el grupo BPA-A presenta una expresion similar al
control.

La imagen 15B muestra los resultados del DG 3. ZO1 se expresd en
menor grado en la dosis baja y en la dosis alta se observd una mayor
expresion, comparado con el control. Claudina-1 tuvo una menor
expresion en los dos grupos tratados con BPA respecto al control. La
banda de claudina-3 tiene una ligera diferencia con el control,
presentando en ambos grupos tratados una menor expresion. Hubo un
aumento en la expresion de la proteina claudina-4 en la dosis baja y
alta, respecto al control. La claudina-7 aumentd su expresiéon en los dos
grupos tratados respecto al control, pero es mas evidente en el grupo de
la dosis alta.
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Fig 15. Expresion de proteinas de uniones estrechas durante los primeros dias de la

gestacién, en el utero de ratas control (C) o tratadas perinatalmente con dosis baja (BPA-B) o

alta (BPA_A) de BPA. Resultados representativos de las inmunoréplicas por western-blot de

cada una de las proteinas estudiadas (A, B, C y D) y los perfiles densitométricos de los geles

(E,F,GyH).AyE,DG1; By F, DG3; CyG, DG 6; Dy H, DG 7. * p<0.05
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El DG 6 se encuentra en la imagen 15C, donde ZO1 aumentd su
expresion en BPA-B y en BPA-A pasa lo contrario. Pudimos observar que
claudina-1 en el grupo tratado con la dosis baja de BPA se mantuvo
similar al control, mientras que el grupo BPA-A se vio un aumento
considerable en su expresidon. Claudina-3 presenté una expresion similar
en los tres grupos. La claudina-4 en el grupo BPA-B mantuvo una
expresion similar al control mientras que en el grupo tratado con dosis
alta se observd una disminucion en la expresion de la proteina. En este
dia no se detectd a la claudina-7.

Del DG 7, Z0O1 mantuvo una expresion similar en los tres grupos
estudiados. Claudina-1 presentd una menor expresion en el grupo
tratado con la dosis baja y una mayor el grupo tratado con la dosis alta.
Lo que observamos para claudina-3 fue el decremento en la expresidn
en la dosis baja y aun mas para la dosis alta. En la banda de claudina-4
del grupo tratado con dosis baja hay poca expresion y en el grupo
tratado con dosis alta su expresidon es similar a la del grupo control. Para
claudina-7 observamos un incremento en la expresion de esta proteina
en ambos grupos tratados respecto al control.

El analisis densitométrico de varias réplicas de las membranas
mostradas en la Figura 15 nos permitid observar los efectos del BPA en
las proteinas de las uniones estrechas. Los graficos en el eje "x" esta el
nombre de la proteina de unidn estrecha y en el eje "y" el cociente de la
densidad O¢ptica de la proteina/densidad Optica de GAPDH, estas se
obtienen con un analisis estadistico utilizando el programa GraphPad
Prism®. Las barras que corresponden a dosis baja o alta de BPA se
compararon con la del control y con eso pudimos saber si existe una
diferencia significativa. Del DG 1 en la Figura 15E, se observd que la
proteina claudina-3 presentd una disminucion significativa en los dos
grupos tratados con dosis diferentes de BPA respecto al grupo control. El
grupo BPA-B presentdé un aumento significativo en la expresion de
claudina-4 y un decremento significativo de la claudina-7, respecto al

grupo control.
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En el DG 3, Figura 15F, se observd un aumento significativo en la
expresion de claudina-4 en el grupo tratado con dosis baja de BPA.

En la Figura 15G, del DG 6, hubo en el grupo BPA-A un incremento
significativo en la expresidon de claudina-1 y un decremento significativo
para claudina-4. En el DG 7, en la Figura 15H, observamos que la
expresion de la claudina-1 en la dosis baja presentd un decremento
significativo mientras que en la dosis alta es lo contrario, presentando
un incremento significativo, ambos respecto al grupo control. Asi mismo,
observamos que la expresion de la claudina-3 en el grupo con
tratamiento de dosis alta, presentd una disminucion significativa de su
expresion y el grupo BPA-B tuvo una disminucion significativa de la
expresion de la claudina-4, todas respecto al grupo control.

7.2 Efecto del BPA en los niveles paxilina en el itero de rata.
Pasando a la Figura 16 donde tenemos los resultados de una de las
proteinas que pertenece a las adhesiones focales que es paxilina. En la
Figura 16A del DG 1, la banda del grupo BPA-B presentd una expresion
mas elevada que el control, mientras que el grupo tratado con la dosis
alta la presentd disminuida en comparacién al control.

Del DG 3, presentada en la Figura 16B, el cambio mas notorio
observado fue en el grupo tratado con la dosis alta, que presenté una
mayor expresiéon que en el control, mientras que el de la dosis baja se
observé ligeramente disminuida.

La Figura 16C corresponde al DG 6 en la cual se observdé que la
expresion de paxilina aumentd conforme aumentaba la concentracién de
BPA. En la ultima Figura 16D para el DG 7 observamos una disminucién
en la expresidon de la proteina paxilina en ambos grupos tratados
respecto al grupo control. El analisis densitométrico de las bandas reveld
que no hay cambios significativos en ninguno de los tratamientos
mostrados en los distintos dias de gestacién respecto a los grupos
control en los nivele de paxilina. Eso si, se pueden ver las pequefas
variaciones que se tienen en cada tratamiento.
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Fig 16. Expresion de la proteina de adhesiones focales paxilina durante los primeros dias de
la gestacion, en el Utero de ratas control (C) o tratadas perinatalmente con dosis baja (BPA-
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8. Discusion

La infertilidad y la pérdida en un embarazo temprano ha incrementado
alrededor del mundo y afecta entre el 10-15 % de las parejas en
diferentes paises desarrollados (Hayashi, Saitou, & Yamanaka, 2012;
Vite Vargas, Ortiz Nufiez, Hernandez, Tovar Rodriguez, & Ayala, 2005).
Una causa de la reduccion en la fertilidad es por una implantacion fallida
y se piensa que representa entre el 30-75 % de pérdidas preclinicas del
embarazo en humanos (Schoénfelder, et al., 2002). El incremento de la
infertilidad se ha relacionado con la exposicién a disruptores endocrinos,
entre los cuales el BPA es uno de los mas estudiados. En humanos el
porcentaje de pacientes con concentraciones detectables de BPA es
significativamente mas alto en pacientes infértiles comparado con los
pacientes fértiles (Caserta, et al., 2013).

En modelos animales, la exposicion al BPA produce efectos adversos en
los tejidos reproductivos de hembras y la exposicién durante los
periodos de implantacion y placentacion resulta en el decremento en el
numero de fetos y crias, y la tasa de supervivencia antes del destete
(Honma, et al., 2002; Howdeshell, Hotchkiss, Thayer, Vandenbergh, &
vom Saal, 1999; Macklon, Geraedts, & Fauser, 2002; Markey, Coombs,
Sonnenschein, & Soto, 2003; Rubin, Murray, Damassa, King, & Soto,
2001; Schonfelder, Friedrich, Paul, & Chahoud, 2004; Tachibana, et al.,
2007).

Sin embargo, el mecanismo molecular de los efectos adversos del BPA
se desconoce y para abordar este problema hemos estudiado si las
proteinas de UE y AF de CEU constituyen un blanco del BPA cuando es
administrado en el periodo perinatal.

Para tener una idea del mecanismo por medio del cual el BPA
interrumpe la implantacién, estudiamos el efecto de su administracién
perinatal en la expresion de proteinas UE y AF en CEU durante la
gestacion temprana.

Los resultados que obtuvimos de esta investigacién fueron a través de
inmunoréplica tipo western y los comparamos con los resultados
obtenidos por otra metodologia, la inmunohistoquimica que se realizé
dentro del mismo laboratorio donde se llevd a cabo este proyecto.
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Al comparar los resultados de la Figura 15A con la inmunohistoquimica
(Figura 3), en el DG 1, vimos que ZO-1 en los dos tratamientos
presentd una menor tincidn en la inmunohistoquimica que con el
control, Cl-1 aumentd su tincién en la dosis baja pero mas en la dosis
alta, CI-3 por el contrario fue disminuyendo su tincion, Cl-4 se tiid
notablemente en la dosis baja del tratamiento y CI-7 tuvo menos tincién
en la dosis baja. Estos resultados de las inmunohistoquimicas
concuerdan con los que obtuvimos en esta investigacién, pues los
niveles de tincion fueron similares con los niveles detectados de estas
proteinas mediante anticuerpos en las inmunoréplicas.

Los resultados de la Figura 15B los comparamos con los resultados de la
inmunohistoquimica (Fig. 4) que corresponden para el DG 3. En la
inmunohistoquimica, ZO-1 presenté una menor tincién en la dosis baja,
Cl-1 tienen muy poca variacion en los dos tratamientos, ClI-3 estuvo mas
disminuido en la dosis baja y no tanto en su dosis alta, Cl-4 claramente
se ve como aumentd esa tincidn en los dos tratamientos y CI-7 en la
dosis baja se tiene disminuida la tincion mientras que en la dosis alta
una mayor tincién. Los resultados de la inmunoréplica tipo western
western-blot concuerdan con los de la inmunohistoquimica,
presentandose un aumento significativo en la expresién de Cl-4 en el
grupo BPA-B.

Los resultados del DG 6 (Figura 15C), se compararon con la Figura 5.
Nos dimos cuenta de que coincidieron los distintos grados de expresién
de las proteinas, detectados por western-blot, con la tincién que
tuvieron en las inmunohistoquimicas: Z0O-1 presentd un incremento en
la inmunotincion en el grupo tratado con dosis baja y en el grupo
tratado con la dosis alta, pudimos observar una menor tincién. Por otro
lado, CI-1 presenté un incremento en la inmunotincion en el grupo
tratado con la dosis alta, CI-3 no tuvo un gran cambio en Ila
inmunotincion, Cl-4 en el grupo BPA-A fue notorio que la tincion es muy
baja.

Al comparar la Figura 15D con la Figura 6, del DG 7, observamos que
los cambios de tincidn en la inmunohistoquimica coinciden con las
tendencias observadas en los niveles de expresién de las diferentes
proteinas detectadas por western-blot.
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Como Z0O-1, donde pudimos ver que se mantuvo semejante el nivel de
inmunotincion en los tres grupos, Cl-1 tuvo un incremento en la dosis
alta, CI-3 presentd una disminucion en la inmunotincion en los dos
grupos de animales tratados con BPA.

En el grupo tratado con dosis baja, se observé que mientras Cl-4 tuvo
una menor tincién, para Cl-7 se observd un incremento en la
inmunotincion.

Comparando los resultados (Figura 16) de la expresidon de la proteina
paxilina que forma parte de las AF, observamos que en el DG 1 (Figura
16A) concordaron con la inmunohistoquimica (Figura 7), en la que en el
grupo tratado con la dosis baja se aprecié un aumento en la tincion
apical.

De la Figura 16B, del DG 3, hubo una ligera disminucion en la tincién
basal en ambos grupos tratados con BPA, lo cual se ve en la tincién de
la proteina de la Figura 8.

Comparamos los datos de la Figura 16C, del DG 6, con la Figura 9, y
encontramos un incremento de la inmunotincion de paxilina en la
membrana apical en la dosis baja y mas en la dosis alta.

Comparando la Figura 16D, que corresponde al DG 7, con la Figura 10
en donde claramente se aprecid6 como en la dosis baja y alta
disminuyeron su expresion en las bandas e inmunotincion
respectivamente.

Pero los cambios observados solo fueron significativos para CI-3, Cl-4 y
Cl-7 del dia 1 de gestacion; Cl-4 dia 3 de gestacion; Cl-1 y CI-4 dia 6 de
gestacion; Cl-1, CI-3 y Cl-4 dia 7 de gestacidon. Mientras que paxilina no
presentd alguna diferencia significativa entre tratamientos. Esto se
podria deber a que paxilina se detecté en diferentes CEU, lo cual hace
gue a pesar de que veamos una disminucidén en una parte especifica de
la CEU por medio de inmunohistoquimica, en el método por western-blot
cuantificamos la proteina que se encontraba en toda la CEU, lo cual
explicaria que no tuviésemos diferencias significativas.
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Fig. 17. Diagrama que representa la estructura de la UE en las CEU y células del estroma
durante la gestacién temprana. En la parte superior se muestran las UE de ratas control,
mientras que en la parte de abajo es el tratamiento con BPA. Las proteinas presentes en las
UE estan nombradas al lado. Una zona mas oscura de las UE indica mds ramificaciones e
interconexiones con hebras vecinas, mientras que una zona mas clara indica hebras
paralelas. El tamafio de las flechas del transporte paracelular indica el movimiento de fluidos
y iones del estroma al lumen uterino. En los animales que fueron tratados con BPA las
flechas al lado del nombre de la proteina indica un incremento (1), disminucién (]), o no hay
cambios (sin flecha) en la expresién de la proteina en comparacién con el control en el DG
respectivo. SI, sitio de implantacién; Acua, acuaporina 5; Blast, blastocisto; Cl, claudina; ME,
matriz extracelular; ENaC, canales epiteliales de Na*; CE, células estromales; UE, unién
estrecha; CEU, células epiteliales uterinas.

Las UE estan involucradas en la transformacion de la membrana
plasmatica, esto hace que las CEU sean receptivas a las células
trofoblasticas, y regulan el contenido y volumen del fluido luminal en el
utero. Con base en los resultados obtenidos en este et al. trabajos de
nuestro laboratorio hemos propuesto el modelo observado en la Figura
17. Durante el D1, se observa edema en el endometrio, que demanda
un movimiento de fluido del estroma hacia el lumen uterino a través de
la via paracelular, el cual es garantizado por la presencia de UE laxas
formadas por hebras paralelas localizadas en la parte apical de la
membrana plasmatica (Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers, 1981;
Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers, 1982).
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En el DG1, ZO-1 estuvo mas concentrada en la parte superior de la
membrana lateral del grupo control, CI-1 y CI-3 se expresaron en un
menor nivel, Cl-4 que funciona como una barrera de cationes (Van
Itallie, Rahner, & Anderson, 2001) estuvo ausente y CI-7 que esta
involucrada en la unién entre la célula y la matriz extracelular (Ding, et
al., 2012), tuvo una alta expresion en la membrana basolateral (Fig.
17A).

Conforme pasan los dias, la red de UE incrementa en profundidad. Se
observd en el DG3 del grupo control, que ZO-1 se localiz6 en la parte
superior de la membrana plasmatica de las CEU y a lo largo de la
membrana basolateral, por otra parte, la cantidad de CI-1 y CI-3
incremento (Fig. 17B).

En el dia de implantacién, DG6, donde hay una unidn irreversible del
blastocisto al epitelio luminal, la red de UE se incrementa 3 veces en
profundidad en la membrana plasmatica lateral (Murphy, Swift,
Mukherjee, & Rogers, 1981; Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers, 1982;
Murphy, 2000b) y también hay mas ramificaciones e interconexiones
con hebras vecinas (Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers, 1981; Murphy,
Swift, Mukherjee, & Rogers, 1982). Se observo en el grupo control que
Z0O-1 fue localizado en el tercio superior de la membrana plasmatica
lateral en el SI del DG6, Cl-1 en la mitad inferior, CI-3 en la membrana
lateral y CI-7 en la mitad inferior. Se detecté Cl-4 en la membrana
basolateral de las CEU (Fig. 17C). En humanos un incremento en la
expresion del ARNm de Cl-4 se ha reportado en la ventana de
implantacion (Carson, et al., 2002; Kao, et al., 2002; Riesewijk, et al.,
2003), y un incremento de la proteina Cl-4 se ha observado en el DG6
en ratas (Nicholson, Lindsay, & Murphy, 2010), sugiriendo un papel
importante durante la implantacion.

En células en cultivo, la sobreexpresién de CI-4 incrementa la
complejidad de las hebras de las TJ], por lo que el incremento en la
expresion de Cl-4 en este dia podria ser la responsable del aumento de
las ramificaciones e interconexiones con hebras vecinas que se han
observado por criofractura (Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers, 1981;
Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers, 1982). La Cl-4 disminuye la
permeabilidad paracelular de Na®* (Van Itallie, Rahner, & Anderson,
2001), mientras que CI-7 sirve como un canal paracelular de Na* y una
barrera para CI" (Alexandre, Lu, & Chen, 2005).
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Se ha reportado que cuando se da la implantacién, en el DG6, los
canales transcelulares de Na® del epitelio (ENaC) estan sobre
expresados en las CEU de ratas y son responsables de disminuir el
contenido de Na* en el fluido luminal (Salleh, Baines, Naftalin, &
Milligan, 2005); Tsang, et al., 2001). Por lo que la presencia en el dia de
implantacion de ENaC y Cl-4, y con la pérdida de CI-7 de la regidon de
UE, promueve el movimiento transcelular de Na® de la parte apical a la
superficie basal del epitelio sin una fuga a través de la via paracelular.
Este transporte de Na*, acompafiado de la reabsorcion de agua del
fluido luminal por acuaporinas 5 (Lindsay & Murphy, 2004; Lindsay &
Murphy, 2006), permite la aposicién del blastocisto al epitelio luminal,
favoreciendo el contacto entre estas superficies (Fig. 17C) (Enders &
Schlafke, 1967; Png & Murphy, 2000; Salleh, Baines, Naftalin, &
Milligan, 2005). El pico de expresién de Cl-4 presente en el SI sugiere
que la expresiéon de esta claudina es crucial en el proceso de
implantacion.

La expresion disminuida de CI-7 en la mitad inferior de la membrana
plasmatica lateral de las CEU en el DG6, puede contribuir a la
disminucion de la adhesion entre la célula y la matriz extracelular, que
genera la pérdida de la monocapa epitelial adherente durante el dia de
la implantacién (Illingworth, et al., 2000; Kaneko, Lindsay, & Murphy,
2008; Preston, Lindsay, & Murphy, 2006). Se ha reportado que CI-7
forma un complejo de proteina estable con Cl-1 e integrina a2,
sugiriendo asi que el mecanismo por el que CI-7 promueve la adhesion
célula-matriz es estabilizando a la integrina a2, que es responsables de
la unidon a los componentes de la matriz extracelular (Ding, et al.,
2012).

En el DG7, el blastocisto penetra a través de las CEU hacia el estroma, y
se expresan las CI-3 y Cl-4 en células estromales (Fig. 17D). Esta
observacién esta relacionada con otras, mostrando la presencia de ZO-
1, Cl-1 y ocludina en células estromales en el Utero de ratén (Paria,
Zhao, Das, Dey, & Yoshinaga, 1999; Wang, Matsumoto, Zhao, Das, &
Paria, 2004) y reafirma la idea de la formacion de una barrera en las
células estromales que pudiera proteger al blastocisto de las
inmunoglobulinas maternas.
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Los cambios mas importantes en los animales tratados con BPA fue la
presencia de Cl-4 desde el DG1 en el grupo BPA-B y desde el DG3 en el
grupo BPA-A (Fig. 17E y F), mientras que en grupo control Cl-4 solo se
expresa en altos niveles en el DG6.

La aparicion prematura de Cl-4 puede disminuir en las CEU, la
permeabilidad paracelular de Na®* y en consecuencia podria cambiar la
composicion del fluido luminal que en su momento puede obstaculizar el
proceso de implantacidn.

El BPA también indujo el cambio en la localizacién de Z0O-1 durante el
DG3. Asi, en el control, la expresion de Z0O-1 en las CEU fue alta a lo
largo de la membrana basolateral, mientras que, en los grupos tratados
con BPA, la expresion de ZO-1 estuvo disminuida y restringida en la
parte superior de la membrana lateral (Fig. 17F). Como ZO-1 funciona
como una plataforma para la polimerizacion de las claudinas (Umeda, y
otros, 2006), este resultado sugiere que el tratamiento con BPA puede
impedir el incremento en profundidad que las UE tienen en el DG3
(Murphy, Swift, Mukherjee, & Rogers, 1981; Murphy, Swift, Mukherjee,
& Rogers, 1982).

La proteina Cl-7 fue localizada en la membrana basolateral de CEU
durante el DG1 y 3 en el grupo control y BPA-A. En el grupo BPA-B,
durante el DG1 y 3, la expresion de Cl-7 disminuye en CEU, y la
proteina se concentrd en la mitad inferior de la membrana plasmatica
lateral. Este cambio, junto con el incremento en la expresion de Cl-4,
apoyan la idea que los tratamientos con BPA-B favorecen el
establecimiento de una unidn hermética impermeable a los cationes en
el DG1 (Fig. 8E). Asi mismo, como CI-7 promueve la adhesidén célula-
matriz extracelular (Ding, et al., 2012), la disminuciéon en la expresidn
de esta proteina puede sugerir una alteracién en el mantenimiento de
una barrera epitelial uterina intacta durante la fase no receptiva.

En las células estromales, durante el DG 7, el tratamiento con BPA-B
indujo la disminucion de la CI-4 en el SI (Fig. 17H). Por otro lado, el
tratamiento de BPA-A indujo la disminucion de CI-3 en el SI (Fig. 17H).
La baja expresidon en estas claudinas en el SI puede impedir la
formacién de la barrera entre las células estromales que bloquean el
acceso de las inmunoglobulinas maternas al embridn.
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También se evalud el efecto del BPA sobre la expresién de paxilina que
forma parte de las proteinas de las AF, pudiendo formar parte del
proceso de implantacién en ratas. Se ha observado que paxilina tuvo
cambios en la regién basal en CEU en la gestacion temprana.

Las AF estan localizadas entre la célula y matriz extracelular, teniendo
una importante funcion en la adhesién celular (Turner, Schaller, &
Parsons, 1993; Turner, 2000; Schaller, 2001; Brown & Turner, 2004).
Existen estudios en los que se vio en CEU del DG1 un engrosamiento en
la membrana plasmatica basal y en la |amina basal, donde se
presentaron moléculas electrodensas que se identificaron como AF, pero
cuando llega el dia de la implantacion, la membrana basal se hace mas
plegada y sinuosa, mientras que la lamina basal se hace mas gruesa y
las AF se pierden (Shion & Murphy, 1995; Murphy, 2000a).

El desamblaje de la AF es un proceso importante en la implantacion,
permitiendo disminuir la adhesién de las CEU a la lamina basal,
facilitando su separacién en el sitio de implantacion, asi el blastocisto
puede penetrar el epitelio hacia las células deciduales (Kaneko, Lindsay,
& Murphy, 2008; Kaneko, Lecce, & Murphy, 2009; Kaneko, Lecce, Day,
& Murphy, 2011).

En el inicio de la gestacidn, las AF se localizan en la membrana basal de
las CEU para mantener una barrera epitelial. Las AF en el DG6 se
pierden de la membrana basal de las CEU, esto permite tener menos
adherencia a la lamina basal y asi se pueden desprender, con lo que el
blastocisto puede penetrar e invadir hacia las células deciduales. En este
dia, las AF se localiza en la membrana apical de las CEU, al igual que en
las células trofoblasticas. La ubicacién en esta zona podria ayudar a
establecer la interaccién entre el blastocisto y las CEU para adherirse
durante la implantacién (Figura 9 y Tabla 2). En el grupo control del
DG6 hubo una disminucién de paxilina en la membrana basal y aumento
en la membrana apical.

En el dia posterior al apareamiento DG1, los dos tratamientos con BPA
provocaron un incremento de la expresion de paxilina. Para el DG6
también incrementd la expresion de paxilina en la membrana basal para
los dos tratamientos con BPA, en consecuencia, podria provocar que las
CEU sean mas adherentes a la ME y asi evitar que el blastocisto pueda
penetrar.
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Ya en el DG7 penetra el blastocisto al estroma, y hay una menor
expresion de paxilina en la membrana apical en el grupo BPA-A, que
podria afectar la interaccion que hay entre las CEU y el blastocisto.
Entonces, estas observaciones sefialan que la administracion perinatal
de BPA provoca cambios en la expresidén y ubicacién de paxilina en las
CEU, que podria afectar la implantacién del blastocisto.

9. Conclusion

Existen cambios en los niveles de expresion de las proteinas que
pertenecen a las uniones estrechas y adhesiones focales en las células
del epitelio uterino, causados por la exposicién perinatal de BPA, que
podria explicar una baja receptividad del Utero a la implantacidon del
blastocisto, cuando los animales alcanzan la adultez y estadn gestantes.
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11. Anexo A. Amortiguadores
Amortiguador de corrida 10X

Para 1L disolver en 500 mL de agua desionizada y aforar.

Tris-base 250 mM
Glicina 1.92 M
SDS 1% m/v
Gel separador
15%
Acrilamida (-4°C) 7.5 mL

Tris pH= 8.8 (-4°C) 3.8 mL

H,O desionizada 3.5mL

SDS 10% 0.150 mL
PSA 10% (-20°C) 0.150 mL
TEMED (T.A) 0.006 mL

Gel concentrador

Acrilamida (-4°C)
Tris pH= 8.8 (-4°C)
H,O desionizada
SDS 10%

PSA 10% (-20°C)
TEMED (T.A)

8%

4 mL

3.8 mL
6.9 mL
0.15mL
0.15mL
0.009 mL

8%

0.83 mL
0.63 mL
3.4 mL
0.05 mL
0.05 mL
0.005 mL

30.3 g
144 g
10.0 g
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Amortiguador de corrida 10X 1L = Amortiguador de corrida 1X 1L

(1x)H(L)
VBuffer de corrida 10X = W

=0.1Lo100ml Aforar a 1L con agua desionizada.

Amortiguador de transferencia

Amortiguador de corrida 10X 100 mL
Agua desionizada 700 mL
Metanol 200 mL

Solucion salina amortiguadora con Tris 1% (TBS)

NaCl 8g Disolver en 500 mL y aforar
| a 1L con agua destilada.
KC 0.29 Ajustar el pH a 7.6.
Tris-base 2.3g
TBS-Tween
Tween 20 1 mL
TBS 1% 1000
mL

Persulfato de amonio 10%
(PSA)

Amortiguador de carga X2

4% Dodecil sulfato de sodio (SDS)

0.1g Persulfato de amonio
10% B-mercaptoetanol

_ 1 mL agua desionizada
20% glicerol

SDS 10%
0.004% azul de bromofenol

_ 10 g SDS
0.125 M Tris-HCI pH: 6.8

100 mL agua desionizada
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1.5 M Tris-HCI pH: 8.8
27.23 g Tris-base
80 mL agua desionizada

Ajustar el pH: 8.8 con HCl llevar a
150 mL con agua destilada y
guardar a 4°C.

Amortiguador de lisis (RIPA)
para 5 mL

2.4 mL Amortiguador fosfato
salino (PBS) 1%

50 uL NP 40 1% (v/v)

0.025 g Deoxicolato de sodio
0.5%

50 pL (tomado de una solucion de
SDS al 10%) SDS 0.1%

2.5 mL de Inhibidor de proteinas
1%(1 tableta en 5 mL de agua
destilada)

0.5 M Tris-HCI pH: 6.8
6 g Tris-base
60 mL agua desionizada.

Ajustar el pH: 6.8 con HCl y llevar
a 100 mL.
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12. Anexo B. Soluciones para inmunoréplicas tipo Western.
ImmobilonTM Western HRP Substrate Luminol Reagent:

Kit Cat. No. WBKLS0500
Merck Miliipore
Anticuerpos

Paxilina (H-114) sc-5574
Lot#G0S12

Rabbit Polyclonal IgG
Santa Cruz Biotechnology

GAPDH (FL-335) sc-25778
Lot#D1014

Rabbit Polyclonal IgG

Santa Cruz Biotechnology

CI-3 Ref.341700 Lot#1529314A
Rabbit anti-Claudin 3

Invitrogen

CI-7 34-9100 Lot#41191501
Rabbit anti-Claudin 7

ZYMED

Goat anti-mouse IgG-HRP
sc-2005 Lot#H0415

Santa Cruz Biotechnology

Talina (H-300) sc-15336
Lot#D0811

Rabbit Polyclonal IgG

Santa Cruz Biotechnology

Cl-1 Ref.519000 Lot#1224702A
Rabbit anti-Claudin 1

Invitrogen

Cl-4 Ref.329400 Lot#1449529A
Mouse anti-Claudin 4

Invitrogen

Z0-1 61-7300 Lot#41191369
Rabbit anti-ZO1

ZYME

Goat anti-rabbit IgG-HRP
sc-2004 Lot#H11115

Santa Cruz Biotechnology
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