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Resumen 
 
El Bisfenol A (BPA) es un compuesto disruptor endocrino estrogénico al que nos 

encontramos altamente expuestos de diversas formas.  Se ha descrito su relación con 

la incidencia en el cáncer, mediante la exposición en etapas críticas del desarrollo 

como la neonatal y  prenatal. Existen diferentes experimentos in vivo e in vitro  en los 

que se ha demostrado su efecto sobre diferentes poblaciones del sistema inmune. Se 

sabe que el BPA puede afectar a la respuesta inmune,  sin embargo no está descrito su 

efecto en la respuesta inmune al desarrollo tumoral y la susceptibilidad al desarrollo de 

cáncer en el tracto reproductivo, en la edad adulta. En el presente proyecto se analizó 

el efecto de la exposición a BPA perinatal (prenatal y neonatal) en ratones machos. 

Exponiendo a hembras gestantes a una dosis de 250 mg/Kg de peso/día en el agua de 

beber. Posteriormente las crías macho fueron inoculadas con 10 000 células 4T1 de 

cáncer de mama en el aparato reproductor. A los 21 días posteriores a la inoculación,  

fueron sacrificados y los tumores fueron analizados histopatológicamente así como su 

diferencia en el tamaño. Se realizó el análisis en la diferencia de porcentajes de 

poblaciones celulares: linfocitos T citotóxicos, linfocitos T colaboradores, linfocitos T 

reguladores, células NK, y Macrófagos en bazo, Ganglios Linfáticos Periféricos (GLP) y 

tumores. Se analizó la expresión de interleucinas: TNF-α, TGF-β  e  IL-10 en el  bazo y 

en los tumores. El tratamiento con BPA no tuvo efecto en el tamaño ni en la estructura 

del tumor. En el bazo de animales intactos el BPA disminuyó la cantidad de linfocitos T 

colaboradores y reguladores con respecto al grupo control. En el bazo y en GLP de los 

animales inoculados el número de  linfocitos totales disminuyó  con respecto a los 

animales intactos en todos los tratamientos. En animales inoculados el tratamiento con 

BPA disminuyó la cantidad de linfocitos T colaboradores y linfocitos B en el bazo y en 

GLP; mientras que  el porcentaje de linfocitos γδ en GLP aumentó. No se observaron  

cambios significativos en las poblaciones de Macrófagos, sin embargo el BPA produjo 

un aumento en la expresión de PD-L2 de animales inoculados respecto a los intactos. 

No se observaron  cambios significativos en linfocitos T citotóxicos ni en ninguna de las 

poblaciones celulares de tumor. El BPA produjo un aumento en la expresión de IL-10 y 

TNF-α en el tumor. IL-10 y TNF-α no tuvo cambios significativos en bazo.  
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Abstract 
 
Bisphenol A (BPA) is an endocrine disruptor compound (EDC), to which we are highly 

exposed in several ways. Previously, it has been suggested a possible relationship 

between BPA exposure and cancer incidence. Particularly, exposure to BPA at critical 

development stages, such as prenatal and neonatal. Recently, in vivo and in vitro 

experiments have shown that BPA does affect different cell populations of the immune 

system in the same fashion as 17β- estradiol does. BPA also can affect the mounting of 

a proper immune response, particularly that against cancer. However, so far, it has not 

been described the effect of BPA on the immune response to tumor growth and 

development. In this project, we analyze the effect of perinatal exposure to BPA in 

males, and related that exposure to the immune response to intratesticular tumor 

growth. Exposing pregnant females at a dose of 250 mg / kg bw / day in drinking water, 

we subsequently use male offspring to inoculate 103 4T1 cancer cells in the 

reproductive system of them. At day 21 post inoculation, mice were sacrificed, and 

tumors were weighted, and analyzed histopathologically. Also, by flow cytometry, we 

perform an analysis of the difference in rates of immune cell populations, such as B 

lymphocytes, cytotoxic T lymphocytes, helper T lymphocytes, T reg lymphocytes; γδ 

lymphocytes, NK cells and macrophages, all of them in Peripheral Lymph Nodes (PLN), 

Spleen (PLN) and tumors of control, vehicle and BPA treated animals. Furthermore, 

expression of cytokines (IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4 and IL-10) was analyzed by RT-

PCR, in spleen and tumors. Our results showed that BPA treatment had no effect on 

tumor size neither the tissue structure. In spleen of intact animals BPA decreases the 

amount of helper and regulatory lymphocytes T over control. In spleen and PLN of 

animals inoculated had less of total lymphocytes over all treatment groups of intact 

animals. In inoculated animals BPA treatment decreased the amount of T helper and B 

lymphocytes in spleen and PLN as well as the population of γδ lymphocytes increase in 

PLN. Not significant changes were observed in macrophage populations; however the 

BPA resulted in an increase expression of PD-L2 of inoculated animals relative to intact. 

Not significant changes were observed in cytotoxic T lymphocytes as well as all of 

tumor cell populations. The expression of IL-10 and TNF-α in the tumor was increase by 

BPA. IL-10 and TNF-α in spleen wasn´t had significant changes. 
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Interacción Inmunoendócrina 

El Sistema Inmune de los mamíferos, es el sistema fisiológico encargado de 

reconocer y eliminar  agentes exógenos como virus, bacterias y parásitos. Además, 

tiene la capacidad de eliminar células propias, ya sea que estén infectadas 

intracelularmente con algún patógeno o por qué son células propias transformadas con 

capacidad de desarrollar un tumor. Lo anterior lo hace produciendo una respuesta 

inmune específica y dirigida mediante células de linajes específicos y macromoléculas. 

Las células y macromoléculas realizan sus funciones interactuando en una red 

dinámica y compleja (Thomas J. et al., 2007). Por otra parte, el Sistema Endócrino se 

encarga del control y homeostasis de diversos procesos fisiológicos, entre ellos el 

desarrollo y el metabolismo. Dicha regulación se produce mediante la secreción de 

hormonas, generalmente en el torrente sanguíneo a partir de glándulas, órganos o 

tejidos específicos como la hipófisis, la glándula tiroides y las suprarrenales.  

 

Aunque el Sistema Inmunológico originalmente se ha descrito como un sistema 

fisiológico complejo, independiente y autorregulado casi en su totalidad,   se han 

observado  diferencias asociadas al sexo, principalmente en algunos procesos 

patológicos entre los cuales se encuentran mejor descritos: infecciones parasitarias y  

enfermedades autoinmunes. Esto sugiere que los esteroides sexuales tienen la 

capacidad de afectar las funciones de sistema inmune (Camacho I. et al., 2001). 

 

A través de diferentes estudios se ha demostrado la existencia de una comunicación 

bidireccional entre el sistema inmune y el sistema endócrino  (Olsen N.J.  et al. 1996). 

De ésta forma, los dos sistemas fisiológicos actúan formando una red de comunicación 

bidireccional. A partir de ello, se han descrito  diversos efectos de las hormonas 

sexuales en las funciones del sistema neuroinmunoendócrino (Besedovsky HO, et. Al., 

2001). 

 

Durante la etapa perinatal de desarrollo tiene lugar un proceso llamado” imprinting” 

hormonal, cuando las hormonas tienen su primer contacto con los receptores 

hormonales. Este es un proceso puede afectar la capacidad de unión a los receptores 
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hormonales, la síntesis hormonal de diversas células y la regulación de las funciones 

hormonales, entre otras funciones. Sin embargo, análogos hormonales, contaminantes 

y compuestos de diferentes familias con capacidad similar de unión, pueden alterar 

este proceso,  causando consecuencias a lo largo de la vida. Las células del sistema 

inmune (linfocitos, monocitos, macrófagos, células dendritícas, granulocitos y células 

cebadas) también tienen receptores hormonales y producen hormonas, las cuales son 

secretadas a la circulación.  Estas células pueden ser perturbadas por alteraciones 

durante el proceso de imprinting, principalmente en el periodo perinatal. Por esta razón, 

podría afectar la producción de anticuerpos, de citocinas y la proliferación de éstos 

tipos celulares durante la vida adulta (Csaba G., 2014).  

 

Estrógenos y su efecto sobre el sistema inmune 

Los estrógenos son hormonas esteroides  producidas principalmente en el sexo 

femenino por los ovarios y en menor medida en las glándulas adrenales. El estradiol es 

el principal estrógeno en la etapa reproductiva. La función fisiológica del estradiol no 

solo es  el funcionamiento sexual, también interviene en la proliferación celular durante 

el desarrollo de diferentes tejidos. El estradiol es el estrógeno con mayor afinidad a los 

receptores estrogénicos (ERα, ERβ) a los cuales se une después de atravesar la 

membrana celular y ser transportado al núcleo, para activar o desactivar ciertos genes 

y regular la síntesis de proteínas. Se ha descrito que las células del sistema 

inmunológico también expresan receptores estrogénicos  y que su actividad pueden ser 

modulada por hormonas esteroides (De León-Nava MA., et al. 2006). 

 

Cuando el sistema  inmune monta una respuesta específica, los linfocitos T 

colaboradores (Th) son las principales células  en dirigir  dicha respuesta.  Aunque han 

sido descritos diferentes perfiles de  linfocitos T colaboradores, dependiendo de la 

respuesta que ejercen, han sido descritas principalmente dos tipos de respuesta dea 

acuerdo a la secreción de interleucinas. La respuesta tipo Th1, que se caracteriza por 

la secreción de IL-2 e IFN-γ, mediante la cual se produce la eliminación de patógenos 

intracelulares y células tumorales, y la respuesta tipo Th2, caracterizada por la 

secreción de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 mediante la cual son eliminados bacterias y 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csaba%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24939679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Le%C3%B3n-Nava%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16827268
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parásitos. Esta es variable dependiendo de la presencia de diferentes factores 

inmunológicos y no inmunológicos (De León-Nava MA., et al. 2006) Existen otras 

poblaciones de linfocitos T cooperadores con capacidad de modular la respuesta 

inmune, como las células secretoras de IL-17 (Th 17) y células T reguladoras (Treg). Se 

ha observado que los estrógenos no solo son capaces de modular la cantidad  de 

células reclutadas y la producción de citocinas, sino también la expresión de 

marcadores de activación como CD40, CD44 del receptor de IL-2. (Camacho Arroyo I. 

et al., 2001).  

 

A partir de esto, se ha descrito que el patrón de secreción de citocinas en una 

respuesta inmune también depende del ambiente endócrino. Particularmente, se ha 

asociado al 17β-estradiol con el incremento en la secreción de citocinas tipo Th2 y la 

disminución de las citocinas tipo Th1, así como del perfil regulador en linfocitos T 

(Figura 1). En particular, estudios en pacientes con esclerosis, han demostrado que 

concentraciones de estradiol ˃5 ng/mL estimulan la secreción de IL-10 por células Treg, 

mientras que concentraciones menores estimulan la secreción de IFN-γ (Gilmore W. 

Weiner LP. et al., 1997). 

 

Sin embargo, existen agentes ajenos al sistema endócrino con capacidad de ejercer 

efectos fisiológicos igual al de las hormonas endógenas en el organismo, llamados 

compuestos disruptores endócrinos. Por lo tanto, las hormonas sexuales no son los 

únicos compuestos capaces de afectar la función de células del sistema inmune. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Le%C3%B3n-Nava%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16827268
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Figura 1. Las citocinas producidas por linfocitos Th1 y Th2 determinan su función efectora. El 
estradiol tiene un papel dual dependiente de la concentración, pudiendo inducir la polarización 
de los linfocitos hacia Th1 y Th2. (De León-Nava MA, Morales-Montor J.- 2006) 
 

 

Compuestos Disruptores Endócrinos 

Se han descrito como  Compuestos Disruptores Endócrinos (CDEs), a los agentes 

exógenos al organismo con capacidad de interferir en la síntesis, liberación, 

eliminación, transporte, metabolismo y unión,  de las hormonas esteroideas 

responsables del mantenimiento, homeostasis y desarrollo del organismo (Kavlock RJ., 

et al 1996). Los CDEs, pueden ejercer efectos fisiológicos en el organismo, actuando o 

efectuando la función de diferentes hormonas. Los CDEs, pueden ser de origen natural, 

como los fitoestrógenos y la soya contenida en alimentos.  También pueden ser de 

origen sintético como los utilizados en la producción y manufactura de diversos 

productos de uso común y químicos como plaguicidas.   Sus efectos pueden variar 

dependiendo de la vía de exposición y del tiempo de exposición.  

(-) 
(-) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Le%C3%B3n-Nava%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16827268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morales-Montor%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16827268
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Los disruptores endócrinos pueden actuar como  agonistas o antagonistas de 

receptores a hormonas. Pueden  actuar sobre receptores nucleares, receptores a 

hormonas esteroides de membrana y sobre receptores de hormonas no esteroides o 

bien interfiriendo vías enzimáticas relacionadas con la biosíntesis o metabolismo de 

hormonas. Uno de los principales y mejor descrito grupo de disruptores endócrinos son 

los xenoestrógenos, pero hay otros compuestos con capacidad de unirse al receptor de 

estrógenos por su parecido en su estructura molecular con la molécula de estradiol, 

como son  dietilestilbestrol y el Bisfenol A (Figura 2.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura molecular de BPA, DES (dietilestilbestrol) y estradiol. La afinidad al 
receptor de estrógenos se debe al parecido en su estructura molecular. 
 

 En la naturaleza, existen una gran variedad  de sustancias con actividad  estrogénica. 

Dependiendo  de su origen, se pueden clasificar como naturales: isoflavonas, 

flavonoides, terpenos, fitoestrógenos o  industriales, como: alquilfenoles, bifenilos 

policlorados (insecticidas) y de manufactura de plásticos como los bisfenoles (De 

Coster S, van Larebeke N., 2012).   

 

Bisfenol A 

El Bisfenol A (2,2-bis (4-hidroxifenil) propano), es un compuesto químico ampliamente 

utilizado en la manufactura de plásticos policarbonados, resinas epóxicas y como 

aditivo polimérico en otros plásticos. En 1940 y en los 50´s, fue descubierta su gran 

capacidad de uso, en la industria del plástico como aditivo con otros polímeros. El BPA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Coster%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22991565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Coster%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22991565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Larebeke%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22991565
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se encuentra en una gran variedad de productos utilizados cotidianamente, como: 

contenedores de agua y de comida, discos compactos, biberones, equipo electrónico,  

recubrimientos de alimentos enlatados,  recibos de papel y en resinas dentales, 

además de una amplia variedad de productos (NTP-CERHR Monograph on the 

Potential Human Reproductive and Developmental Effects of Bisphenol A, vol. 83). 

 

Las moléculas de BPA en el polímero de policarbonato están enlazadas por enlaces 

éster los cuales pueden hidrolizarse mediante altas temperaturas y pH´s muy básicos o 

muy ácidos (Figura 3). Se ha demostrado que el BPA se libera de su matriz polimérica 

en recipientes hechos a base de este polímero, por lo que podemos estar expuestos 

mediante el uso de contenedores hechos a base de BPA, y  consumirlo 

constantemente (Vandenberg L.N. et al., 2007). 

 

 
 

Figura 3. El polímero de policarbonato está enlazado mediante enlaces éster. La hidrolisis de 
estos enlaces produce liberación del BPA. 
 

Ingesta de BPA 

A partir del conocimiento de la constante exposición en el ambiente, se han realizado  

mediciones en humanos de  las cantidades de BPA excretadas en orina. En un estudio, 

se observó que fue cuantificable en el 92.6% de 2500 sujetos. Los niveles de BPA 

encontrados fueron 4.5 ng/mL en niños de 6 a 12 años; 3.0 ng/mL en adolescentes de 

12 a19 años de edad y 2.5 ng/mL en adultos mayores a 20 años de edad.  Se utilizaron 
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diferentes metodologías para la medición de BPA y observaron que en neonatos e 

infantes menores de 44 semanas la cantidad de BPA es mas alta que en  adolescentes 

así como en mujeres comparado con la población de hombres (Calafa AM et al., 2008).  

En otros estudios se encontraron concentraciones de BPA  en liquido amniótico (8.3 

ng/mL), leche materna  (3.4 ng/mL) y tejido placentario (11.2 ng/g) (Vandenberg L.N.  et 

al., 2007). Este dato resulta importante si consideramos la capacidad del BPA de 

afectar múltiples mecanismos del sistema endócrino en etapas críticas de su desarrollo 

principalmente en la etapa prenatal, neonatal y prepuberal. Los efectos reportados del 

BPA varían dependiendo de la cantidad, y del tiempo de exposición. Sin embargo, 

todos concurren en que la exposición prenatal y neonatal es el periodo más vulnerable 

del organismo para la exposición al BPA (Vandenberg M.V., et al. 2009).   

 

A partir de diferentes estudios la EPA (Envriomental Protection Agency) ha establecido 

como NOAEL (Nivel Mínimo de Efecto Adverso Observable) 50 µg BPA/kg peso/día 

para humanos, y 50 mg BPA/kg/día peso, para animales de experimentación. A partir 

de aquí, han sido descritos efectos tales como, alteraciones en el ciclo estral, 

alteraciones en glándula mamaria, neoplasias en glándula prostática e hiperplasias y 

lesiones preneoplásicas en tejido mamario (Rubin BS., 2011). 

 

Se ha demostrado que el BPA se une selectivamente a ERβ con mayor afinidad que  a 

ERα, pues es 6.6 veces mayor la afinidad relativa del BPA y 17-β estradiol al ERβ con 

respecto al ERα (Kuiper GG., et al.1997). Se ha observado también que la constante 

de disociación del BPA para ERβ  es 195 nM y 35 nM para ERα (Routledge EJ., et al. 

2000).  Esto significa, que la interacción del BPA con los receptores a estrógenos 

puede inducir diferentes cascadas de señalización, sin embargo esto depende del tipo 

y sensibilidad celular.  

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rubin%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21605673
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Efectos en Sistema Reproductivo  

Se han realizado diferentes estudios en modelos animales para observar los efectos 

del BPA en diferentes partes del sistema reproductivo masculino, principalmente en 

testículos y en la glándula prostática. En un estudio se observó la disminución 

significativa en la cuenta de espermatozoides testicular y en epidídimo de ratones 

macho administrados diariamente con 25 y 100µg/kg/día (Al-Hiyasat A.S. et al., 2002). 

En  estudios similares, se demostró que una dosis de 0.01 nM de BPA administrada 

oralmente, disminuye la producción de testosterona en un 25%, así como la expresión 

de la enzima 17 α-monoxigenasa, la enzima principal en la producción de andrógenos 

(Akingbemi B.T. et al., 2004), en un estudio similar se observó que la síntesis de 

testosterona fue disminuida a una concentración de 10 µM y de la expresión de los 

genes de las enzimas 3-β hidroxiesteroide desihodrogenasa, 17 α-monoxigenasa y 

P450cc, encargadas de la biosíntesis de testosterona (Hunag J. et al., 2013). Con una 

administración de 20 o 200 µg/kg peso de BPA subcutánea en rata y ratones de 6 días, 

fueron observadas anormalidades por microscopia y microscopía electrónica. Las 

espermátidas se observaron deformadas, también se observó un incompleta 

especialización entre células de Sértoly y espermátidas; rata y ratón respondieron 

similarmente al tratamiento (Toyama Y et al., 2014). También se han hecho estudios en 

células de Leydig fetales para conocer el efecto durante una etapa crítica de desarrollo; 

se hizo en cultivo de células de humano de 6 a 10 semanas de edad y  al día 14 y 12 

para rata y ratón respectivamente, se observó una disminución en la secreción de 

testosterona por las células testiculares  humanas a una concentración de 10 nM de 

BPA a las 24 horas, en rata y ratón fue necesaria una concentración 10 µM para 

observar una respuesta equivalente (N´Tumba Byn T. et al., 2012).  

 

Por otra parte, recientemente se ha publicado el primer reporte clínico en el que se ha 

asociado el BPA y la incidencia de cáncer de próstata (Tarapore P. et al., 2014.). En 

éste estudio, se midieron los niveles de BPA en orina mediante normalización de 

creatinina para cuantificar la dilución de la orina. El estudio reveló, que los pacientes 

con biopsias confirmadas para cáncer prostático menores de 65 años,  tenían niveles 

séricos más altos de BPA, además de que la correlación de la medición de BPA fue 
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mejor que la de antígeno prostático. Sin embargo, esto depende mucho del estilo de 

vida del paciente. Un análisis en ratas Sprague Dawley administradas neonatalmente 

con BPA, a las 15 semanas de edad les produjo  efectos patológicos como hiperplasia 

e inflamación de glándula prostática (Prins G.S.  et al., 2001). 

 

Estudios Recientes, evaluaron dosis bajas y altas de BPA (25 o 250µg/Kg/día) en ratas 

Sprague Dawley, administradas prenatalmente vía oral, y se observó que  el BPA 

causó un incremento significativo en el desarrollo de hiperplasia/displasia en el tracto 

ventral de la glándula próstatatica en el grupo tratado con BPA (Brandt J.Z. et al., 

2014). En otro estudio similar, administrando 10µg/Kg/día, los animales desarrollaron 

neoplasia intraepitelial en la glándula prostática, a las 28 semanas de edad. (Ho S.M.  

et al., 2006,  Prins G.S.  et al., 2011). Otro estudio con ratas Sprague Dawley que 

fueron tratadas neonatalmente al día 3 de edad,  con 10 y 50 µg/Kg/día, y 

posteriormente tratadas con estradiol y testosterona, observaron baja incidencia de 

adenocarcinoma bien diferenciado en ductos periuretrales prostáticos, aunque el 

tratamiento con BPA no aumentó la misma patología, pero sí produjo neoplasia 

intraepitelial e inflamación prostática comparada al grupo  control  (Ittmann M. et al., 

2013).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

 

Aunque en conjunto estos estudios han demostrado que la exposición a BPA en etapas 

tempranas de desarrollo,  tiene un  potencial efecto en la incidencia de lesiones en 

modelos de cáncer prostático en animales, son necesarias investigaciones 

independientes para documentar al BPA como agente carcinógeno (Seachrist DD. et 

al., 2015). 

 

Efectos reportados de BPA en el Sistema Inmune 

Aunque el BPA es uno de los CDEs más estudiados, y se ha documentado sus efectos 

fisiológicos, se calcula que los humanos siguen expuestos a concentraciones ˃10nM, 

los que se han encontrado al medirlo en diversos cuerpos de agua alrededor del mundo 

(Rogers JA., et al. 2012). Estudios recientes, han demostrado que lo CDEs no solo 

pueden afectar el sistema endocrino; a partir del conocimiento de la interacción entre 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0890623815300241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogers%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23123408
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los esteroides sexuales y el sistema inmunológico resulta importante en le estudio del 

efecto de compuestos  como el BPA en células del sistema inmune. Existen pocos 

estudios con información relacionada con el BPA y su efecto sobre los linfocitos T 

colaboradores (Th). En ellos, se ha  reportado que cuando los linfocitos  de ratones 

previamente  expuestos durante 4 semanas al BPA en el agua de bebida, fueron 

cultivados en presencia de concanavalina A, se observó un aumento en la secreción de  

interferón-γ, así como  la reducción en la IL-4, lo que sugiere una inducción de una 

respuesta tipo Th1 por el BPA (Youn et al., 2002). En otro estudio, en ratones hembra 

alimentadas con  BPA diariamente durante la gestación, las crías fueron inmunizadas 

en el día 77  de edad, con lisozima de huevo de gallina, 3 semanas después cuando se 

examinó la respuesta proliferativa de células del bazo, se observó el aumento de la 

citocinas  tanto  interferón-γ (Th1) e IL-4 (Th2), sin embargo el aumento de interferón-γ 

es mayor, con lo que concluyen que la respuesta tipo Th1 fue mayor a  la tipo Th2 

(Yoshino et al., 2004). 

 

Otros estudios han mostrado  que  los linfocitos de ratón estimulados con BPA (50 mM) 

producen una respuesta  polarizada hacia Th2, con una elevación de  IL- 4, así como  

de la de IL- 10 ( Lee y Lim., 2010 ). Del mismo modo, se observó que  el BPA mejora la 

producción de IL-4 en las células T antígeno específicas, en concentraciones de 

exposición de BPA ≈10-50 M (Lee et al., 2003). En otros estudios, las células 

dendríticas expuestas a concentraciones de BPA (10-100 nM), se observa que las 

células T producen una respuesta hacia un tipo Th2 (Guo et al., 2010). Además, las 

células dendríticas expuestas a BPA (100 nM) y TNF-α producen altos niveles de IL-10 

en contraste con los de la IL-12, induciendo una desviación hacía Th2 (Liu et al., 2009). 

Además, animales alimentados  durante la gestación hasta el destete con 0.1ppm y 

1ppm de  BPA y administrados con ovoalbumina  mostraron  una disminución de 

linfocitos  T reguladores. (Yan et al., 2008). A pesar de que existe evidencia de que el 

BPA tiene la capacidad de producir efecto en particular en linfocitos T colaboradores, 

no se observa una tendencia clara.  
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Respuesta Inmune al Tumor 

Las células transformadas son reconocidas y eliminadas por el sistema inmune. En 

1957, Burnet McFarlane y Thomas Lewis, fueron los primeros en proponer y  llamar a 

este proceso inmunovigilancia. Subsecuentes experimentos, demostraron que 

efectivamente el sistema inmune se encarga de realizar este procedimiento. Sin 

embargo, las clonas de células tumorales menos inmunogénicas escapan, 

permaneciendo las variantes que han desarrollado mecanismos de evasión y 

eliminación, al sistema inmune. A partir de estos datos, se ha descrito que el sistema 

inmune además de interactuar de manera negativa, finalmente también contribuye de 

forma positiva en el desarrollo tumoral, puesto que la eliminación produce una presión 

selectiva sobre las diferentes variantes de clonas de células transformadas. En este 

proceso, las clonas variantes de células tumorales menos inmunogénicas sobreviven 

evadiendo al sistema inmune. A este hecho se le ha denominado inmunoedición (Dunn 

GP., et al 2002). 

 

A partir de la evidencia mostrada en diferentes laboratorios, ahora se conoce que el 

sistema inmune, tanto innato como adaptativo, interviene temporalmente de diferentes 

maneras en la respuesta inmune al desarrollo tumoral, desde la eliminación hasta el 

desarrollo y metástasis del tumor. Para su mejor descripción y comprensión el proceso 

de “inmmunoedición” se ha dividido en tres etapas: eliminación, equilibrio y escape 

(Figura 4). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunn%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12407406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunn%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12407406
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Figura4. La inmunoedición del cáncer confiere tres procesos. La eliminación confiere 
”inmunovigilancia”. El equilibrio representa la selección y el desarrollo de variantes, con 
capacidad de sobrevivir.En el Escape las células crecen incontroladamente y la respuesta inmune 
ya no es efectiva (Dunn GP, et al., 2002). 
 

Eliminación 

En el proceso de eliminación, se comprende desde  el concepto de “inmunovigilancia” 

hasta la selección positiva de células tumorales. En ella, participan células del sistema 

inmune innato así como células NK y NKT; éstas reconocen células transformadas 

mediante la molécula MHC clase I y secretan IFN-γ, activando a los  Macrófagos y 

linfocitos γδ. Las células que presentan antígenos transformados o externos, son 

eliminadas por las células NK, mediante la secreción de TNF- α y mecanismos 

apoptóticos (perforinas, granzimas y FasL). El INF-γ por su parte, activa a  los 

macrófagos, así como induce la maduración de  células dentríticas. Los macrófagos, 

secretan especies reactivas de O2 y N2, y secretan citocinas pro-inflamatorias como el 

IFN-γ.  Las células detríticas y macrófagos a su vez, fagocitan los  restos de células 

transformadas y migran hacia los órganos linfáticos periféricos presentando antígenos 

a los linfocitos T y B. De esta forma, se producen linfocitos  CD4 específicos, iniciando 

una respuesta inmune específica. La presentación antigénica mediante MHC clase I 

induce la activación de linfocitos T citotóxicos (proceso denominado presentación 

cruzada). La secreción de  IFN-γ,   por los linfocitos mediante perfil inflamatorio (Th1) 

facilita la diferenciación y activación de los linfocitos  CD8 (T citotóxicos). Finalmente, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunn%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12407406


 
 

26 
 

los linfocitos migran hacia el sitio del tumor y eliminan células tumorales. De esta 

manera se produce la disminución en la progresión y desarrollo del tumor (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura5. Las células NK y los linfocitos CD8 reconocen células transformadas (a), 
posteriormente las células dendríticas (b) producen una respuesta específica presentando 
antígenos a linfocitos T vírgenes (d) y macrófagos(c)  eliminan células tumorales. A este proceso 
se le llama “Inmunovigilancia” (Dunn GP, et al., 2002).  

 
 

 
Equilibrio 

El proceso de eliminación produce una selección sobre las diferentes variantes de 

clonas de células transformadas. En este proceso las clonas variantes de células 

tumorales sobrevivientes a la eliminación inmunogénica entran en equilibrio con las 

células que son eliminadas. La presencia de las citocinas IL-4 e IL-5 en el 

microambiente tumoral, inducen la proliferación de linfocitos CD4 tipo Th2, estos 

secretan diferentes citocinas como INF-γ, TGF-β, IL-4 e IL 17 produciendo diferentes 

tipos y respuestas de linfocitos colaboradores, de esta manera se puede polarizar la 

respuesta inmune y producir la eliminación de las células tumorales o su desarrollo 

(Figura 6.). La inflamación producida en el microambiente tumoral, crea inestabilidad 

genética, lo que aumenta la probabilidad de formar mutaciones y clonas con una 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunn%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12407406
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variedad mayor de modificaciones, las cuales pueden evadir la repuesta inmune. En 

esta etapa en el microambiente tumoral se desarrolla la misma cantidad de células 

tumorales que las que el sistema inmune  elimina.  Se ha descrito que ésta etapa es la 

mas larga en humanos pudiendo comprender años (Koebel C.M., et al. 2007). 

 
 

 

 

 

Escape       

Por otra parte, los Macrófagos Asociados a Tumores (MATS) tienen un papel crucial en 

el desarrollo del tumor, ya que intervienen en la angiogénesis así como en la 

reparación de la matriz extracelular del tumor, mediante la presencia de TGF-β, 

Figura6.  La secreción  de interleucinas  por linfocitos T cooperadores influye importantemente en 
la polarización de linfocitos  produciendo fenotipos que pueden inducir la eliminación o 
progresión del tumor.  (Ostrand-Rosenberg S. et al., 2008) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ostrand-Rosenberg%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18308558
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produciendo una barrera física e induciendo la formación de vasos, además de 

expresar moléculas de co-estimulación negativa como PD-L1 y PDL-2, por lo que el 

fenotipo predominante en el microambiente tumoral determina su papel como promotor 

o regresor del desarrollo tumoral. 

 

Finalmente, las diferentes clonas de células que han evadido la respuesta inmune 

dejan de expresar moléculas de co-estimulación y de MHC, y a su vez expresan 

moléculas de co-estimulación  negativa, como CD-80, 86 y PD-L1, inhibiendo la 

actividad de las células dentríticas, produciendo la apoptosis de linfocitos y células NK, 

así como la  tolerancia de linfocitos. Las células tumorales también producen 

interleucinas de perfil regulador como IL-10 y TGF-β, además de factores de 

crecimiento como VEFG que estimulan la angiogénesis.  La presencia de todos estos 

factores en el microambiente tumoral, inhiben la respuesta inflamatoria y la eliminación 

de células  tumorales (Figura 7).  

 

Cabe mencionar que la teoría de la respuesta inmune tumoral es el resultado del 

conjunto  de la investigación  en diferentes modelos de desarrollo tumoral. Es de 

particular importancia, el estudio por separado de los diferentes tipos de cáncer, debido 

a las diferencias fisiológicas en el microambiente tumoral, entre ellas principalmente se 

encuentra la presencia de quimiocinas, de factores hormonales de cada microambiente 

tumoral y de factores de crecimiento del tejido en que se desarrolla.  
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Figura 7. Algunas de las estrategias de las células tumorales para evadir respuesta inmune  son la 
producción de interleucinas reguladoras así como la expresión de diferentes moléculas de 
coestimulación (Rabinovich GA, et al., 2011). 
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JUSTIFICACION 
 
A pesar del avance en el estudio del desarrollo tumoral, todavía no está bien 

documentado el efecto en la respuesta inmune debido a la exposición  de compuestos 

disruptores endocrinos. Es por lo anterior, que en este proyecto se evaluará el papel de 

los compuestos disruptores endocrinos, en particular del BPA, en la susceptibilidad al 

desarrollo tumoral en el tracto reproductivo mediante la polarización del tipo de 

respuesta inmunológica. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 
Hasta ahora, el estudio de las alteraciones en el sistema inmune, ocasionadas por la 

exposición perinatal al BPA y su relación sobre el desarrollo tumoral no han sido 

documentadas. Se ha demostrado que la exposición neonatal de ratones macho a el 

disruptor endócrino BPA, modifica el desarrollo de la glándula prostática influyendo en 

la susceptibilidad de cáncer actuando como un agente estrogénico. El sistema 

inmunológico también es susceptible a la acción de las hormonas sexuales, por lo que 

la exposición perinanatal a BPA podría influenciar la respuesta inmunológica contra el 

desarrollo tumoral. Sin embargo,  a la fecha,  no se ha descrito de qué manera la 

exposición a BPA puede afectar la respuesta inmune, y cómo éste cambio puede 

condicionar el desarrollo tumoral en la edad adulta de un individuo.  
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HIPÓTESIS 
 

La exposición perinatalal a BPA disminuirá la respuesta inmune contra la línea  tumoral 

4T1 en ratones macho adultos BalbC, haciéndolos susceptibles al desarrollo tumoral. 
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Objetivo General 

 

Identificar la influencia de la exposición perinatal a BPA sobre la susceptibilidad al 

desarrollo tumoral y la respuesta inmune asociada al mismo en la etapa adulta.  

 

Objetivos particulares  

 

1. Estudiar el efecto de la administración perinatal de BPA sobre la susceptibilidad 

al desarrollo de tumores, mediante la inyección de la línea celular 4T1 en el 

escroto de ratones Balb/c macho adultos. 

 

2. Realizar la caracterización histopatológica de las tumoraciones mediante la 

tinción por hematoxilina y eosina en cortes histológicos de los mismos.  

 

3. Analizar por citometría de flujo el efecto de la administración perinatal de BPA 

sobre las diferencias en el porcentaje de linfocitos totales, linfocitos T 

colaboradores, T reguladores, T citotóxicos, células NKs, linfocitos γδ y 

macrófagos, en bazo, ganglios linfáticos periféricos y  tejido tumoral de ratones 

macho controles e inoculados con células 4T1. 

 

4. Observar los efectos de la exposición perinatal a BPA sobre la expresión de las 

citocinas TNF-α, TGF-β, IL-10 por RT-PCR en bazo y  tejido tumoral. 
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MATERIALES Y METODOS   
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Manejo y uso de animales  

Para los experimentos, se utilizaron ratones de la cepa Balb/c de 8 semanas de edad 

para cruza y uso de la progenie como sujetos experimentales.  Con las crías machos 

resultantes se formaron los siguientes grupos experimentales:  

Tabla1. Grupos experimentales. 

Tratamiento Intactos Inoculados  

con células 4T1 

Control n=8 n=7 

Vehículo  n=6 n=7 

BPA n=7 n=4 

 

Los grupos: Control/4T1, Vehículo/4T1 y BPA/4T1,  fueron inoculados a las 9 semanas 

de edad con 10,000 células de la línea tumoral  4T1 de cáncer de mama.  

Los ratones fueron sacrificados a los 21 días posteriores a la inoculación de la línea 

tumoral y se les extrajo el bazo,  ganglios linfáticos inguinales y  tumores. Se hicieron 

tinciones celulares para la cuantificación de Linfocitos CD3, CD4, CD8, FoxP3, 

Macrófagos, PD-L2 y NK, mediante citometría de flujo. A los tejidos bazo y tumor se 

realizó la extracción de ARN para realizar la Retro transcripción - Reacción en Cadena 

de la Polimerasa y hacer el análisis de IL-10, TGF-β y TNF-α. 

 

Las prácticas de experimentación y cuidado animal en el Instituto de Investigaciones 

Biomédicas son evaluadas continuamente por el Comité de  Utilización y Cuidado 

Animal de la Universidad y del mismo Instituto, para asegurar el cumplimiento de las 

reglas y recomendaciones internacionales. 

 

 



 
 

40 
 

Cruza  de Ratones  

Se utilizaron ratones de la cepa Blab/c, se colocaron hembra y macho durante semana 

y media  en “concubinato”. Se pesaron en una báscula digital para monitorear el 

cambio de peso de las hembras y para verificar el estado de gestación. 

Exposición a BPA 

Cuando fue evidente su estado gestante (aproximado al día 11 de gestación) se inició 

la exposición a BPA en agua de beber. Se diluyeron 50 mg de BPA en 300 µL de 

etanol y fueron disueltos 25 µL de esta dilución en 50 mL de agua en bebederos de 

vidrio que fueron colocados para el consumo de los animales hasta el destete. Los 

bebederos se cambiaron cada tercer día para administrar una dosis 250 mg/peso/día. 

Al grupo Vehículo  se administró la misma cantidad de etanol (25 µL) y los animales del 

grupo Control no fueron expuestos a ningún compuesto.  

Cultivo de la línea tumoral e inoculación. 

La línea tumoral 4T1 de cáncer de mama fue cultivada en 4 mL de medio RPMI  

suplementado con 10% de suero fetal bovino, en botellas de cultivo de 50 mL.  Cuando 

el cultivo alcanzó un 70% de confluencia se cosecharon las células despegándolas con 

20 µL Tripsina  y fueron resuspendidas en buffer de fosfatos. Se ajustó a una cantidad 

de 10 000 células en 40 µL que fueron inoculados el ratón previamente anestesiado 

con Sevofluorano, inyectando directamente en el escroto del animal.  

Cortes y tinciones Hematoxilina-Eosina 

Se colocaron las muestras de tejido en casetes de fijado en papel filtro y 

posteriormente en paraformaldehido frio al 4% y pH de 7.4 durante 20 minutos. El tejido 

se colocó en la orientación y posición deseada y se realiza la inclusión de los tejidos en 

Tissue-Tek. Los tejidos se congelaron y se hicieron cortes en un criostato, con un 

grosor de 6 micras.  La tinción de Hematoxilina - Eosina se realiza en una serie de 

pasos consecutivos en donde se colocaron las muestras de la siguiente manera:  

1. Xilol durante 5 minutos. 
2. alcohol 100% 5 minutos. 

http://www.sakura.eu/products/showitem.asp?cat=11&subcat=48
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3. Alcohol 95% 5 minutos. 
4. Alcohol 70% durante 5 minutos.  
5. Lavado agua corriente. 
6. Tinción con Hematoxilina 10 minutos.  
7. Alcohol/acido  5 minutos. 
8. Lavado agua corriente. 
9. Tinción con Eosina 30 segundos.  
10. Alcohol al 70%  5 minutos.  
11. Alcohol al 95%  5 minutos. 
12. Alcohol 100%  5 minutos. 

Finalmente se coloca una cubre objetos con resina acrílica. Las fotografías fueron 

tomadas en la Facultad de Medicina en el laboratorio del Dr. Armando Pérez Torres. 

 

Citometría de flujo de células de bazo, nódulos linfáticos periféricos y tumores. 

El trtamiento de los tejidos utilizados para la Citometría de flujo, consistió en 

inmediatamente después de extirparlos, disgregarlos con malla de nylon y  se  

posteriormente se resuspendieron en buffer de FACS.  A el disgregado de células de 

bazo se le añadieron 0.5 mL de buffer de lisis y se incubaron  15 minutos a temperatura 

ambiente. Se centrifugaron 5 minutos a 1200 rpm, posteriormente se resuspendieron 

en buffer de FACS. Los tumores fueron disgregados en medio de cultivo RPMI sin 

suplementar con 100U/mL de DNAsa y 4.5mg/mL de Colagenasa, se incubaron 20 

minutos a 37 °C, se centrifugaron 5 minutos a 1200 rpm y se resuspendieron en buffer 

de FACS.  

Tinción CD3, CD4, CD8 y FoxP3 

Se colocaron 25 µL de muestra de disgregado celular en placas de 96 pozos, se 

agregaron 25 µL de Mix de los anticuerpos α-CD3, α-CD4 y α-CD8 y se incubó durante 

20 min a 4°C. Se agregaron  200 µL de buffer FACS para lavado. Se centrifugó 5 min a 

1200 rpm y se decantó. Se agregaron 200 µL de buffer de permeabilización-fijación  y 

se incubó 20 min a temperatura ambiente. Se centrifugó 5 min a 1200 rpm y se 

decantó. Se añadieron 100 µL de buffer de FACS para lavado. Se agregaron 250 µL de 

buffer de permeabilización para lavado. Se centrifugó 5 min a 1200 rpm y se decantó. 
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Se agregaron 250 µL de buffer de permeabilización y se incubó 15 min a temperatura 

ambiente. Se centrifugó 5 min a 1200 rpm y se decantó. Se agregaron 25 µL de buffer 

de permeabilización. Se agregaron 25 µL α-FoxP3 y se incubó 30 min a temperatura 

ambiente. Se centrifugó 5 min a 1200 rpm y se decantó. Se añadieron 100 µL de buffer 

de FACS y 100 µL de paraformaldehido al 4%. 

 

Tinción Macrófagos y PD-L2 

De la misma forma a 25 µL de muestra de disgregado celular se añadieron 25 µL de 

anticuerpo α-FCBlock y se incuban 10min a temperatura ambiente. Se agregaron 100 

µL de buffer FACS para lavado. Se centrifugó 5 min a 1200 rpm y se decantó. Se 

añadieron 25 µL de α F4/80 y se incubó durante 20 min a 4°C. Se añadieron 100 µL de 

buffer de buffer FACS para lavado. Se centrifugó 5min a 1200 rpm y se decantó Se 

agregan 25 µL de α PD-L2 se incubó 20 min a 4°C. Se agregaron 100 µL de buffer de 

FACS para lavado. Se centrifugó 5 min a 1200 rpm y se decantó. Se añadieron 100 µL 

de buffer FACS y 100 µL de paraformaldehido al 4%. 

 

Tinción de Linfocitos B, γδ  y células NK. 

Para cada tinción se agregaron a 25 µL muestra de disgregado celular, 25 µL de 

anticuerpo α-CD19, 25 µL de anticuerpo α-δγ y 25 µL de anticuerpo α-NKp46 a 25 µL y 

se incubaron durante 20 min a 4°C. Se agregaron 200 µL de buffer FACS para lavado. 

Se centrifugó 5 min a 1200 rpm y se decantó. Se añadieron 100 µL de buffer de FACS 

y 100 µL de paraformaldehido al 4%. 

 

Las muestras fueron analizadas en un equipo FACS Calibur con un mínimo de 10 000 

eventos por muestra. Los datos resultantes se analizaron con el software FlowJo. Las 

propiedades de los anticuerpos utilizados se muestran en la tabla 3. 
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Tabla 2. Fluorocromos acoplados y concentración usada de los anticuerpos utilizados 

en cada tinción. 

 CD3 CD4 CD8 FoxP3 F4/80 PD-L2 NKp46 CD19 δγ 

Fluorocromo 
acoplado 

Alexa 

Fluor 

488 

PE PE-

Cy5 

Alexa 

Fluor 

647 

Alexa 

Fluor 

647 

PE PE PE-

Cy5 

PE 

Concentración 
utilizada 

5 

µg/mL 

10 

µg/mL 

10 

µg/mL 

0.25 

µg/mL 

25 

µg/mL 

10 

µg/mL 

10 

µg/mL 

10 

µg/mL 

10 

µg/mL 

 

Procedimiento de Análisis de Citometría de Flujo 

Análisis: Linfocitos T (CD3+), T colaboradores (CD4+),T citotóxicos (CD8+) y T 

reguladores (FoxP3+). 

1. Se seleccionó la población (Figura 9) de linfocitos por tamaño (FSC Forward 

Scatter) y  granularidad (SSC Side Scatter) en los ejes X y Y respectivamente 

(A)  

2. Se comparó el control no teñido de CD3- (B) observado el canal FL1 [Alexa 

Fluor 488] en el eje X,  para seleccionar la poblaciónCD3+ (C). 

3. De la población CD3+ se separaron las población de linfocitos CD4+ en el canal 

FL2 [PE], en el eje X  y CD8+ en el canal FL3 [PE-Cy5] en el eje Y (D). 

4. A partir de la población CD4+, se utilizó un histograma y el canal FL4 [Alexa 647] 

para observar la población FoxP3+ (E) y se calculó la frecuencia del total, 

usando el control no teñido como referencia. 

5. Este procedimiento de análisis se utilizó para las tinciones de cada muestra de 

células de bazo, ganglios linfáticos periféricos y tumor. 
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Figura 9. Diagrama del procedimiento de análisis de Citometría en el programa FlowJo para las 
poblaciones CD3+, CD4+, CD8+ y FoxP3+. 

 

D. Población CD4+ y CD8+. 

 
A. Selección  de Linfocitos. 
 

FoxP3-   
FoxP3+ 

E. Sobreposición de población 

E.FoxP3- y FoxP3+. 

B. Población CD3 -. 
 

C. Población CD3+. 
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Análisis: Macrófagos (F480+) y PD-L2 

1. Se seleccionó la población (Figura 10) de macrófagos por tamaño (FSC Forward 

Scatter) y  granularidad (SSC Side Scatter) en los ejes X y Y respectivamente 

(A).  

2. Se comparó el control no teñido de F480 (B) observado el canal FL4 [Alexa 647] 

en el eje X,  para seleccionar la población F480+ (C). 

3. Se obtuvo el resultado de la población PD-L2+ de la muestra, mediante la 

comparación de poblaciones, utilizando el porcentaje de substracción positiva de 

Overton (D), para el canal FL1 [PE], usando como control la muestra PD-L2 no 

teñido. 

4. Este procedimiento de análisis se utilizó para las tinciones de cada muestra de 

células de bazo y tumores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Diagrama de procedimiento de análisis de Citometría en el programa FlowJo para las 
poblaciones F4/80y PD-L2+. 

B. Población F480-  . 

 

C. Población F4/80+. 

 

D. Población PD-L2+. 

 

A. Población de Macrófagos. 

 

B. Población F4/80-. 
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Análisis: linfocitos B (CD19+). 

1. Se seleccionó la población (Figura 11) de linfocitos por tamaño (FSC Forward 

Scatter) y  granularidad (SSC Side Scatter) en los ejes X y Y respectivamente 

(A).  

2. Se comparó el control no teñido de CD19 (B) observado el canal FL2 [PE Cy5] 

en el eje X,  para seleccionar la población CD19+ (C) y se obtuvo el porcentaje 

celular de la muestra. 

3. Este procedimiento de análisis se utilizó para las tinciones  de cada muestra de 

células de bazo y ganglio linfáticos periféricos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Diagrama de procedimiento de análisis de Citometría en el programa FlowJo para las 
poblaciones CD19+. 
 

A. Población de linfocitos. 

 

B. Población  CD19-. 

 

C. Población CD19+. 

 



 
 

47 
 

Análisis: linfocitos γδ 

1. Se seleccionó la población (Figura 12) de linfocitos por tamaño (FSC Forward 

Scatter) y  granularidad (SSC Side Scatter) en los ejes X y Y respectivamente 

(A).  

2. Se comparó el control no teñido de δγ (B) observado el canal FL2 [PE] en el eje 

X,  para seleccionar la población δγ + (C) y se obtuvo el porcentaje celular de la 

muestra. 

3. Este procedimiento de análisis se utilizó par las tinciones de células de cada 

muestra de bazo y tumor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Diagrama de procedimiento de análisis de Citometría en el programa FlowJo para las 
poblaciones δγ +. 
 

A. Población Linfocitos. 

 

C. Población δγ +. 

 

B. Población δγ- . 
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Análisis: células NKs 

1. Se seleccionó la población (Figura 13) de células NK similar a linfocitos por 

tamaño (FSC Forward Scatter) y  granularidad (SSC Side Scatter) en los ejes 

X y Y respectivamente (A).  

2. Se comparó el control no teñido de NKp 46 (B) observado el canal FL2 [PE] 

en el eje X,  para seleccionar la población  NKp 46+ (C) y se obtuvo el 

porcentaje celular de la muestra. 

3. Este procedimiento de análisis se utilizó par las tinciones de células de cada 

muestra de tumores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Diagrama de procedimiento de análisis de Citometría en el programa FlowJo para las 
poblaciones NKp46+. 
 

A. Población de células NK. 

 

C. Poblacion NK p46+

B. Población NKp 46 -. 
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Retro transcripción - Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) 

Extracción de ARN 

Durante el sacrificio de los animales  fueron disectados 0.5g de bazo y tumor y se 

agrefaron 500 µL de trizol y se almacenaron a -70 °C. Posteriormente se agregaron 

0.4mL mas de trizol y se homogenizaron con Politrón durante 5 minutos. 

Posteriormente se le agregaron 0.2 mL de cloroformo y 0.2mL de agua libre de  

ARNasas (agua DEPC). Posteriormente se separó la fase acuosa y se agregaron 0.2 

mL de una mezcla de fenol/cloroformo.  Se agitaron vigorosamente durante 30 

segundos y se centrifugaron a 13 500 rpm durante 15 minutos. Se separó de nuevo la 

fase acuosa y se le agregaron 0.2 mL de Cloroformo. Se separó la fase acuosa y se le 

agregó la misma cantidad de volumen de Isopropanol y se mantuvieron a 4°C durante 

24 horas. Se centrifugaron a 13 500 rpm durante 15 minutos y se retiró el Isoprpanol y 

se lavaron con 1mL de una solución de Etanol al 70% agitando durante 30 segundos. 

Se volvió a centrifugar a 13 500 rpm durante 15 minutos y se dejaron secar los “pellets”  

de ARN resultantes. Se agregaron 20 o 30 µL de agua DEPC dependiendo del tamaño 

del “pellet” y se agitó hasta la resuspensión total. Todo este procedimiento se realizó 

manteniendo las soluciones y el tejido a 4°C. Se cuantificó mediante absorbancia a 260 

nm y se verificó su integridad en gel de Agarosa 1% y buffer TBE. 

RT 

 Del ARN total de todas las muestras se utilizaron 4mg, se agregaron 0.5 ɥg de Oligo 

dT, dNTPs a una concentración 10 mM en un volumen de reacción de 17 ɥL. 

Posteriormente se calentó a 65°C por 5 minutos y se enfrió en hielo por 3 minutos. 

Después se le agregó 5 ɥL de buffers FS 5X, 0. 2 µL de DTT 0.1M y 200 U/µL (1 µL) de 

retrotranscriptasa reversa M-MLV, a un volumen final de reacción de 25 µL. 

Posteriormente se calentó A 37° C por 50 minutos, luego a 70°C por 15 minutos y 

finalmente se enfrío a 4°C. Se cuantifico mediante la absorbancia a 260 nm y se 

verificó la integridad en un gel de agarosa al 1%. 
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PCR 

Para hacer la amplificación de secuencias específicas de ARN total, se agregaron 2.5 

µl de Buffer Amplificasa 10X, 1.5 µL de MgCl2 20X (1,5mM), 2µL de dNTP´s (10nM) de 

cada uno, 1.7 µL de oligonucleótidos sentido y antisentido, 2 µL de cDNA previamente 

sintetizado y 0.25 µL de ADNTaq polimerasa, todo a un volumen final de reacción de 

25 µL. Las secuencias de los  oligonucleótidos utilizados se encuentran en la tabla 2 y 

las condiciones de elongación de cada citosina se encuentran en la Tabla 3. 

Tabla 3. Secuencias de nucleótidos utilizados en la amplificación mediante PCR de 

ARN total. 

Gen Sentido Antisentido 

18s 5-CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3´ 5-AGTCGGCATGCTTTATGGTC-3´ 

IL-10 5-ACCTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCA-3´ 5-ATGCAGTTGATGAAGATGTCAAA-3´ 

TGF-β 5-GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC-3´ 5-ACATTCGAGACTCCAGTGAATTCGG-3´ 

TNF-α 5-CTTCAGCTCCACAGAGAAGAACTGC-3´ 5-CACAATCATGTTGGACAACTGCTCC-3´ 

Los oligonucleótidos se diseñaron en base a las secuencias de los genes de ratón Mus 

musculus (Gene databank, NCBI, NIH). 

Tabla 4. Condiciones  de elongación. 

Gen Tiempo de 
desnaturalización 

(s)  

Temperatura de 
alineamiento 

 (°C) 

Tiempo de 
alineamiento (s) 

No. de 
ciclos 

Tamaño de 
producto 

(pb) 

18s 30 60 45 25 219 

IL-10 45 63 45 35 237 

TGF-β 45 61 45 45 298 

TNF-α 60 63 60 30 300 
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Los niveles relativos de expresión, se determinaron mediante análisis densitométrico de 

las fotografías correspondientes de los geles de agarosa. Para ello se utilizó el 

programa Image J. La expresión se representa numéricamente con la proporción de la 

densidad óptica de cada gen, relativa a la expresión en el mismo experimento del gen 

de 18s, un gen expresado constitutivamente usado como control de carga. 

 

Análisis estadístico. 

Para analizar las diferencias en las poblaciones celulares obtenidos de citometría de 

flujo y las diferencias en la densidad  óptica de PCRs,  se hizo un análisis de varianza 

(ANOVA) de una vía para los casos en donde la variable independiente fue el 

tratamiento (control, EtOH y BPA) y se hizo un ANOVA de dos vías en los datos en los 

que se tuvo como variable el tratamiento y la inoculación de la línea celular 4T1. En 

amabas pruebas posteriormente se aplicó una prueba de corrección de parámetros 

Bonferroni. Las diferencias fueron consideradas significantes con una  P<0.05.  
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RESULTADOS 
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1. Presencia y masa de tumores. 

La inoculación de 10 000 células 4T1 en el escroto de ratón Balb/C macho de ocho 

semanas de edad, dio origen una tumoración  alojada en el tracto reproductivo, en 

medio de los testículos en todos los ratones (Figura 13). 

 

 

 

Figura 14. La administración de 10 000 células 4T1 en el escroto de ratón Balb/C macho. En 
coloración se observa una tumoración aislada, alojada en el tracto reproductivo, fácilmente 
diferenciable. 

 

La masa tumoral extirpada del aparato reproductor de ratones en los tres grupos 

experimentales no mostró diferencias significativas dependientes de tratamiento control 

(sin tratamiento), vehículo (etanol) y BPA (Bisfenol A) Figura 14. 
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Figura 15. Masa tumoral dependiente del tratamiento; Control (sin tratamiento) n=9, Vehículo 
(Etanol) n=7 y BPA (Bisfenol A) n=7. Los datos muestran la media y la desviación estándar de 
la masa tumoral. El tratamiento no mostró  diferencias estadísticamente significativas P<0.05. 

 

2. Tinciones de Hematoxilina y Eosina  

Para hacer el análisis histopatológico de los tumores resultantes, se hicieron tinciones 

con Hematoxilina-Eosina de cortes histológicos. Las imágenes fueron seleccionadas 

como representativas de lo observado en los cortes de todos los tumores, en ellas se 

observaron características específicas de un tumor como desarrollo del epitelio 

desordenado, zonas necróticas y núcleos hipercrómaticos.  El epitelio de los tumores 

de los grupos tanto control, como BPA se puede observar disperso y la estructura 

difusa, así como una  estructura celular fusiforme y alargada en ambos grupos. Las 

imágenes a 400X muestran una gran cantidad de núcleos hipercromáticos  en grupo 

control y BPA, por lo tanto no presentan diferencias estructurales evidentes. (Figura 

15). 
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Figura 16. Tinciones de Hematoxilina y Eosina a 10X y 40X  de tumores extirpados a los 21 días 
posteriores a la inoculación. Las imágenes son resultado de dos experimentos.  

 

3. Citometría de flujo 

Para medir el efecto de la exposición al BPA en etapa perinatal se analizaron mediante 

citometría de flujo, la diferencias de los porcentajes de poblaciones celulares CD4+, 

CD8+, macrófagos, células NK, en bazo (Figura 16), ganglios linfáticos periféricos 

(Figura 17)  y tumores (Figura 19), de animales control (sin tratamiento) e inoculados 

con la línea tumoral, expuestos al vehículo (etanol) e inoculados con la línea tumora, y 

expuestos BPA e inoculados con la línea tumoral.  

a) Diferencia de porcentajes de poblaciones celulares en Bazo. 

En bazo, los animales con tumor (grupo 4T1) tienen significativamente menos linfocitos 

totales (A). La administración de BPA produjo una disminución en la cantidad de 

linfocitos T colaboradores (B) en animales intactos respecto al control y en animales 

con tumor respecto al grupo vehículo, la población de linfocitos T citotóxicos (C) no 
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presenta diferencias significativas. Además el BPA produjo una disminución del 

porcentaje de células T reguladoras (D) en animales sin tumores, así como de linfocitos 

B (G) en animales con tumores. El porcentaje en la población de macrófagos (E) no 

tiene diferencias significativas sin embargo el grupo BPA muestra un aumento en los 

macrófagos que expresan PD-L2 (F). Los animales sin tumores presentan una mayor 

cantidad de linfocitos γδ (H) respecto a los grupos de animales con tumor. 
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Figura 17.  Diferencias en porcentajes celulares por tratamiento en bazo, linfocitos totales (A), 
células CD4+  (B), células CD8+  (C), células T reguladoras (D) y Macrófagos (E), Macrófagos 
PD-L2+(F),  linfocitos B(G) y  linfocitos γδ (H), de animales controles (n=9), controles/4T1 
(n=7), vehículo (n=6), vehículo/4T1 (n=7) y expuestos a BPA (n=7) y BPA/4T1 (n=4). Los datos 
muestran la media y la desviación estándar del porcentaje de población. *p<0.05, ** p<0.01 y 
***p<0.001. 
 

 
b) Diferencia de porcentajes de poblaciones celulares en Ganglios Linfáticos  

En GLP, los animales con tumor (grupo 4T1) tienen significativamente menos linfocitos 

totales (A), así como los T reguladores (D) pero nos son diferentes por tratamiento. En 

los linfocitos T citotóxicos (B) y en linfocitos T colaboradores (C) no se observó 

diferencia significativa. En el grupo control los animales con tumores tuvieron 

significativamente más linfocitos B (F) respecto los intactos. Los animales tratados con 

BPA y que desarrollaron tumores, tienen un aumento significativo de linfocitos γδ (E). 
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Figura 18. Diferencias en porcentajes celulares por tratamiento en ganglios linfáticos periféricos 
en , linfocitos totales (A), células CD4+  (B), células CD8+  (C), células T reguladoras (D), 
células NK (E), linfocitos B (F),  y  linfocitos γδ (G), de animales controles (n=9), controles/4T1 
(n=7), vehículo (n=6), vehículo/4T1 (n=7) y expuestos a BPA (n=7) y BPA/4T1 (n=4). *p<0.05, 
** p<0.01 y ***p<0.001. 
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c) Diferencia de porcentajes de poblaciones celulares en Tumores. 

Aunque hay diferencias observables en los porcentajes celulares, dependientes del 

tratamiento no son estadísticamente significativos en ninguna de las diferentes 

poblaciones celulares del sistema inmune. 
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Figura 19. Diferencias en porcentajes celulares por tratamiento en Tumor, linfocitos totales (A), 
células CD4+  (B), células CD8+  (C), células T reguladoras (D) y Macrófagos (E), Macrófagos 
PD-L+(F),  linfocitos γδ (G) y  células NK (H), de animales controles/4T1 (n=7), vehículo/4T1 
(n=7) y BPA/4T1 (n=4). Los datos muestran la media y la desviación estándar del porcentaje de 
población.  *p<0.05, ** p<0.01 y ***p<0.001. 
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3) Expresión de citocinas 

Para evaluar la expresión de los ARNs mensajeros de las interleucinas IL-10, TGF-β y 

TNF-α se hizo RT- PCR de ARN total y se hizo la comparación relativa con el gen 

constitutivo 18s en bazo (Figura 19) y tumores (Figura 20) de los tres tratamientos 

inoculados y no inoculados con la línea 4T1. 

a) Diferencia de porcentajes de poblaciones celulares en Tumores. 

En bazo IL-10 y TNF-α fueron cuantificables y no se observaron diferencias 

significativas dependientes del tratamiento ni tampoco en animales con tumores 

respecto los que no fueron inoculados con la línea tumoral (A) y (B). 

  

 

 

 

 

 

Figura 20. Diferencias en expresión relativa  de IL-10(A) y TNF-α (B) en bazo de animales 
controles (n=8), controles/4T1 (n=7), vehículo (n=6), vehículo/4T1 (n=7) y expuestos a BPA 
(n=7) y BPA/4T1 (n=4). Los datos muestran la media y la desviación estándar de la expresión 

relativa de cada citocina. *p<0.05, ** p<0.01 y ***p<0.001. 
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b) Diferencia de expresión relativa de citocinas  en Tumor 

En tumor fueron cuantificables IL-10 (A), TGF-β (C) y TNF-α (B) apenas fue 

cuantificable y se observó una expresión muy baja. No hay diferencias significativas 

entre tratamiento en las tres citocinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Diferencias en expresión relativa  de IL-10 (A) y TNF-α (B) y TGF-β (C) en tumores 
de animales controles/4T1 (n=7vehículo/4T1 y BPA/4T1 (n=4). Los datos muestran la media y 

la desviación estándar de la expresión relativa de cada citocina. *p<0.05, ** p<0.01 y 
***p<0.001. 
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Considerando la evidencia del efecto de las hormonas sexuales en el sistema inmune 

los Compuestos Disruptores Estrogénicos, a los que nos encontramos altamente 

expuestos; en el presente proyecto se evaluó si un individuo expuesto a BPA en la 

etapa perinatal (prenatal y neonatal) de su desarrollo, sufre una alteración, que 

posteriormente pueda alterar la respuesta inmune que produce naturalmente frente al 

desarrollo de un tumor (Csaba G. 2014).  

Para ello, ratones macho adultos fueron inoculados con la línea tumoral 4T1 de cáncer 

de mama para usarse como modelo tumoral y evaluar la respuesta inmune producida. 

Aunque la línea tumoral es de mama y fueron administradas en el tracto reproductivo 

del ratón, las células tumorales se desarrollaron exitosamente en un microambiente 

diferente al de su origen presentando un tejido amorfo aislado, desarrollado en el 

músculo esquelético dorsal del animal. A partir de ello pudimos analizar la respuesta 

inmune producida.  

Aunque se ha demostrado que el tratamiento perinatal con  BPA ha tenido efecto en el 

tamaño de tumores producidos por líneas de cáncer de mama (Dairkee SH et al., 

2008), como primer evaluación extrajimos los tumores y observamos que la exposición 

a BPA no tuvo efecto significativo en el tamaño del tumor. Sin embargo durante la 

disección del tumor se observó que el tamaño puede depender de la inoculación 

celular, puesto que mientras más cerca son inoculadas las células de vasos 

sanguíneos, más se desarrolla el tumor, siendo éste una variable importante en la 

evaluación del efecto del tratamiento en el tamaño del tumor.  

Para evaluar si la exposición a BPA podría tener efecto en la estructura y conformación 

tumoral se hicieron análisis mediante  tinciones Hematoxilina–Eosina de cortes de los 

tumores; observamos un tejido característico de tumor mamario de un grupo  control de  

línea 4T1 (Wang P., et al 2014). Los grupos control y de animales expuestos a BPA 

presentaron una conformación y estructura similar, tienen una estructura fusiforme y 

con zonas necróticas, así como una gran cantidad de núcleos celulares 

hipercromáticos; las cuales son características comunes de un tejido tumoral. La 

exposición a BPA no produjo una diferencia significativa en la distribución y estructura 

del epitelio celular en el tumor respecto al grupo control, sin embargo el grupo vehículo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csaba%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24939679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25465095
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presentó una conformación mas uniforme, lo cuál produce un tumor más duro y difícil 

de penetrar el los linfocitos, pero menos metastásico.  

Para saber si el BPA podría afectar la respuesta inmune durante el desarrollo del 

tumor, se analizó por Citometría de flujo el porcentaje celular de diferentes poblaciones 

del sistema inmune, en bazo, ganglios linfáticos periféricos y tumores. Lo primero que 

observamos fue que en  Bazo y en GLP, los animales con tumor (grupo 4T1) tienen 

significativamente menos linfocitos totales, respecto a los animales intactos,  resultando 

esto relevante ya que la cantidad de linfocitos debería ser mayor, puesto que está 

desarrollando una respuesta hacia el tumor, sin embargo (Yamashita U., et al. 2003) 

observaron que al administrar BPA en agua durante seis semanas, aumentó la 

capacidad proliferativa de timocitos. En el presente experimento en los ratones con 

tumores, el porcentaje de la población de linfocitos totales es menor en bazo y en 

ganglios linfáticos y en tumores no cambió significativamente por lo tanto es importante 

destacar que la disminución proliferativa o una menor cantidad de linfocitos, es un 

factor limitante importante para el desarrollo de la respuesta inmune al tumor efectiva.  

Aunque se esperaría o un porcentaje alto de linfocitos T citotóxicos en animales con 

tumores, puesto que se están eliminando o permitiendo el desarrollo de las células 

tumorales, no se observó una diferencia significativa  en el porcentaje celular , en Bazo,  

Ganglio Linfáticos Periféricos, tampoco en tumores. En Bazo los animales expuestos a 

BPA presentaron menos linfocitos T colaboradores y en  Ganglios Linfáticos 

Periféricos, los animales con tumores tienen un porcentaje menor en todos los grupos. 

Se reportó en que animales expuestos prenatalmente a BPA y posteriormente 

infectados con Leishmania major, cuando fueron adultos, presentaron un aumento en la 

producción de IL-4, IL-10 e IFN-γ. (YanH et al. 2008). En otro experimento en el que 

también se expusieron prenatalmente ratones a BPA a diferentes dosis, posteriormente 

fueron inmunizados con lisozima de huevo y se les midió la secreción de IL-4 e INF-γ 

de células de bazo y se observó que las dos interleucinas aumentaron, principalmente 

IFN- γ así como la cantidad de linfocitos T CD4+ y CD8+, respecto a la concentración 

de BPA a la que fueron expuestos (Yoshino et al., 2004). Sin embargo, en este trabajo 

no se observó una tendencia hacia ningún tipo de respuesta inflamatoria Th1 o Th2, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamashita%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14692339
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por la cantidad de linfocitos T citotóxicos o de linfocitos T colaboradores, como se ha 

documentado anteriormente. Debemos considerar que en este experimento, la 

respuesta inmune desarrollada en el microambiente tumoral se encuentra en la etapa 

de escape, lo que significa que los linfocitos presentan anergia y  las células producen 

moléculas de estimulación negativa y de muerte programada por lo cual se puede 

explicar la menor cantidad de linfocitos T colaboradores en ganglios linfáticos y los 

porcentajes no diferenciados de linfocitos T  citotóxicos. El BPA disminuyó el porcentaje 

de linfocitos T reguladores en animales intactos tal y como se había publicado 

anteriormente, en ratones expuestos prenatalmente (Yan et al., 2008). Sin embargo 

sólo se observó en bazo. 

Anteriormente se había reportado un aumento de la producción de IgM de linfocitos B1 

en un modelo de lupus eritematoso debido exposición in vitro a BPA y DES, así como 

la sobre expresión de receptor de estrógenos en estas células (Yurino et al., 2004).  En 

este trabajo se observó que la exposición a BPA produjo una disminución de linfocitos 

B en bazo en animales con tumor respecto a los controles, siendo esto un factor 

importante para el desarrollo de inmunoglobulinas contra antígenos tumorales y en 

general en la disminución de la capacidad de eliminar células tumorales. 

En cuanto a la población de macrófagos observamos que los animales con tumores 

tienen menor porcentaje en bazo sin ser significativa, sin embargo si  un aumento en la 

cantidad de macrófagos que expresan la molécula PD-L2 respecto a los controles, 

siendo una molécula de estimulación negativa importante para considerar a los 

macrófagos con fenotipo M2, ya que son expresadas por macrófagos alternativamente 

activados y poseen capacidad inmunosupresora de  linfocitos. Anteriormente se reportó 

que macrófagos provenientes de ratones expuestos oralmente a BPA y activados con 

LPS disminuyeron la secreción de TNF-α, una interleucina importante en la eliminación 

de células tumorales, por lo que la exposición a BPA puede  disminuir la eliminación 

tumoral. 

Respecto a los linfocitos γδ, pudimos observar que los animales con tumores tienen un 

porcentaje menor y la exposición a BPA produjo un aumento  significativo en NLP  de 

animales con tumores. Siendo éste el primer experimento relacionado con BPA y 
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linfocitos γδ, es importante destacar que tanto el tratamiento el grupo BPA y vehículo 

están aumentados por lo que el efecto podría atribuirse al efecto del vehículo en el que 

fue disuelto el BPA. No se observaron diferencias significativas en células NK. No se 

observan diferencias significativas en los porcentajes de los tipos celulares analizados 

dependientes del tratamiento con BPA en los tumores.   

Para saber si la cantidad de linfocitos dependía de la proliferación y de la respuesta 

inmune producida, se cuantificaron por PCR, los ARNs mensajeros de las interleucinas 

IL-10, TGF-β, TNF-α, IFN-γ e IL-4. No se observaron cambios significativos en las 

interleucinas en bazo ni en tumores; sin embargo, el tratamiento con BPA produjo un 

ligero aumento no significativo, en la expresión del ARN mensajero de IL-10 y TNF- α 

en tumor,  es importante resaltar que no podemos saber si el aumento en la expresión 

de estas citocinas es de células tumorales o del infiltrado linfocítico en el caso de  los 

tumores, es importante resaltar esto, considerando  que la  IL-10 es una  interleucina 

que inmunoreguladora, que colabora indirectamente en el desarrollo del tumor con una 

respuesta inmune disminuida. Sin embargo (Yamashita U., et al. 2003) en un 

experimento in vitro observaron que las células T expuestas mejoraron la producción 

de interleucinas como IL-3, IL-4 e IFN-γ, no pudimos cuantificar los mensajeros de IL-4 

e IFN- γ en bazo ni en tumor, por lo que observamos lo contrario a lo reportado, ya que 

no fueron  expresados ni en células tumorales ni por los linfocitos. 

Finalmente pudimos observar que la exposición perinatal a BPA tiene efecto en las 

poblaciones del sistema inmune cuando son adultos, siendo relevante que la cantidad 

de células en los órganos linfoides secundarios cambia dependiendo de esta 

exposición sin embargo no produjo cambios en los animales intactos, es decir, en 

animales en que no es retado el sistema inmunológico no se podrían ser evidentes las 

alteraciones de la exposición perinatal a BPA.   

Este trabajo  es una exploración rápida de cómo puede ser afectada la respuesta 

inmune por un CDE estrogénico en etapa perinatal; considerando que los experimentos 

reportados de  BPA y células del sistema inmune  son pocos además de diferentes en 

cuanto a la forma de exposición, prenatal, neonatal o perinatal o inclusive ex vivo o in 

vitro, así como las dosis de exposición;  es necesario continuar haciendo experimentos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamashita%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14692339
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con variables comparables. Aunque se ha descrito que las células de sistema inmune 

expresan receptores a estrógenos y los compuestos estrógenicos tiene capacidad de 

enlazarse y modular la actividad de éstos (De León-Nava MA, et al. 2006 - Rogers JA, 

et al. 2013)  aun así, queda la pregunta: ¿De que manera puede actuar este disruptor 

endócrino? Específicamente, que  factores moleculares y genómicos participan en este 

proceso, así como  si tienen la capacidad de  afectar el desarrollo del sistema inmune 

en etapas importantes del desarrollo. 

Para un mejor estudio del efecto del BPA en la respuesta inmune se podría analizar a 

una etapa temprana e intermedia del de desarrollo de la respuesta inmune a las células 

tumorales. Otra perspectiva a esta metodología es la cuantificación en células 

tumorales que expresan moléculas de co-estimulación negativa como CD80 y CD86,   

además de ello, puede ser el uso de inmuno-histoquímica para la cuantificación de 

factores asociados a desarrollo maligno y proliferativo como TGF-β y VEGF para 

cuantificar la capacidad invasiva y proliferativa asociada a la exposición de perinatal 

BPA, considerando que esto no es efecto directo sino el efecto en la respuesta inmune 

asociada al tumor. 

Además de esto, la mayoría de modelos de cáncer de próstata son de ratones 

transgénicos; su principal dificultad es el precio y su baja seguridad de éxito en el 

desarrollo de tumor. Otros modelos son de ratones  knock-out de algún factor 

inmunológico como el ratón SCID  y NOD o de  ratones inmunodeficientes con 

genotrasplantes de líneas tumorales humanas, con lo que no es posible el estudio de la 

respuesta inmunológica al desarrollo tumoral.  Por lo tanto este experimento puede 

considerarse como una forma novedosa del estudio de la respuesta inmune al 

desarrollo tumor el tracto reproductivo en machos.   

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Le%C3%B3n-Nava%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16827268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogers%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23123408
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Conclusiones  

 La exposición perinatal a BPA no tiene efecto directo en el tamaño ni en 

la morfología del epitelio del tumor, por lo que no fue evidente que el BPA 

produzca una alteración patológica importante que contribuya en el 

desarrollo del tumor. 

 
 La exposición perinatal a BPA disminuyó la cantidad de linfocitos T 

colaboradores, linfocitos T reg, linfocitos B y aumentó la expresión de PD-

L de macrófagos en bazo. También disminuyó  la cantidad de linfocitos T 

colaboradores y linfocitos γδ en ganglios linfáticos periféricos. Esto 

significa que el BPA afecta  a las células del sistema inmune durante su 

desarrollo y esto tiene una repercusión en la producción de una respuesta 

inmune específica cuando el individuo es adulto. 

 

 La exposición en etapas críticas del desarrollo a BPA no polarizó la 

respuesta inmune hacia ningún perfil de citocinas  por lo tanto tampoco de 

proliferación de algún tipo celular inmune a nivel del microambiente 

tumoral. Por lo tanto no altera ni contribuye en la eliminación del tumor. 

 

 El presente experimento mostró una novedosa alternativa como modelo 

experimental murino para el estudio de la respuesta inmune al desarrollo 

tumoral en el  tracto reproductivo. 
 

 Es de vital importancia la consideración la interacción de los CDEs con el 

sistema inmune en el estudio del cáncer para entender  de que manera 

podemos ser afectados por los compuestos a lo que estamos  expuestos 

diariamente. 
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GLOSARIO 
 
ARN…………………….…………..……………..…….……Acido desoxirribonucleico 

cADN ………………………………………………………………DNA complementario 

BPA………………………………………………….………...…….………..…Bisfenol A 

DEPC ………………………………………………..……………….Dietil-pirocarbonato 

CD ……………………………………………..…………….Cluster of Diefferentation 

CDE………………………………………………Compuestos Disruptores Endocrinos 

FACS……………………………………………….Fluorescence Activated Cell Sorting 

IL ………………………………………………………...………………..……Interleucina 

INF-γ……………………………………………………………………………Interferon-γ 

M……………………………………………………………………………………….Molar 

NK………………………………………………………………….…….……Natural Killer 

NKT…………………………………………………………………Célula T Natural Killer  

nM ………………………………………………………………………………nano Molar 

PBS ……………………………………………….……...….Buffer Salino de Fosfatos 

rpm…………………………….…………………….…………Revoluciones Por Minuto 

TBE………………………………………………………………………Tris/Borate/EDTA 

Th……………………………………………………………………………..……T helper  

TNF-α…………………………………….…………….Factor de Necrosis Tumoral- α 
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