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1. Resumen

Debido al aumento en la exposicion de los seres humanos a diversos disruptores enddcrinos,
como el bisfenol A (BPA), se han realizado muchos estudios con el fin de conocer los efectos
adversos que ocasionan estos compuestos sobre el organismo y la salud reproductiva, asi

como los mecanismos de accion a nivel molecular a través de los cuales actuan.

En el presente proyecto se evalug el efecto del BPA en las claudinas-3, -4 y -7 que conforman
las uniones estrechas del epitelio uterino, las cuéles estan relacionadas con la receptividad del
Utero. Por tal motivo, se administr6 BPA en dos diferentes dosis (0.05 mg/kg/dia y 20
mg/kg/dia) a ratas Wistar prefiadas (FO) durante la gestacion y posteriormente en la lactancia.
De las crias, solo se utilizaron las hembras. Al madurar las hembras de la generacién F1, se
realiz6 la monta con machos fértiles que no fueron expuestos al BPA. Al quedar prefiadas las
hembras F1, se sacrificaron en los dias 1, 3, 6 y 7 de gestacién y se obtuvieron muestras de
los uteros. En los dias 6 y 7 de gestacion se obtuvieron muestras tanto de sitios de implantacion

como de no implantacion.

Se observaron diferencias en cuanto a la expresion y localizacion de las claudinas-3, -4 y -7
del epitelio uterino de los grupos de ratas tratadas con BPA comparandolos con un grupo

control.

El bisfenol-A afecté de manera consistente la expresion de la claudina 4, la cual tiene un papel
importante en la receptividad del Gtero al blastocisto, la dosis baja de BPA (0.05 mg/kg/dia)
provocd una expresion temprana durante la gestacion, mientras que la dosis alta de BPA (20

mg/kg/dia) provocé una expresion muy baja en el dia de implantacion.

Los efectos observados del bisfenol-A no siguen un modelo dosis-respuesta lineal ya que los
disruptores enddcrinos tienen diversos y complejos mecanismos de accion. Por lo tanto, los
resultados obtenidos indican que la alteracion de la expresion de claudinas puede ser uno de
los mecanismos de accion por el cual el bisfenol-A interfiere en la implantacion del blastocisto

en el epitelio uterino.



2. Introduccion.

En la actualidad, la exposicion a diversos compuestos quimicos que alteran la homeostasis del
cuerpo humano ha aumentado considerablemente en comparacion con décadas anteriores.
La industria, con el fin de tener mayores ganancias, utiliza compuestos y polimeros que son
faciles y econémicos de producir sin importar el impacto que lleguen a tener en la salud de los

consumidores.

Uno de los tantos compuestos que llegan a afectar al ser humano es el bisfenol A (BPA; Fig.
1), el cual es empleado en la produccion de epoxidos, poliestireno y resinas de policarbonato
gue, a su vez, son utilizados en la elaboracion de curaciones dentales, biberones,
recubrimientos internos de latas para alimentos, botellas para bebidas y empaques
alimentarios en general. Se ha demostrado que el BPA es capaz de migrar desde el
recubrimiento del envase al alimento por lo que las personas que consumen alimentos en

empaques gque contienen BPA también ingieren, sin saberlo, el compuesto.

H,C_ CH,

HO OH
Figura 1. Estructura quimica del bisfenol A (BPA)

Existe una gran cantidad de estudios realizados del BPA en modelos animales que demuestran
una gran variedad de efectos negativos, entre los cudles estan: alteracion del ciclo estral,

desarrollo anormal de érganos reproductivos y problemas de fertilidad.

En el presente trabajo se evalua el efecto que tiene el BPA, al ser administrado a ratas Wistar
de forma perinatal a dos dosis diferentes, en la expresioén de proteinas de uniones estrechas
(TJ): claudinas durante la gestacion temprana, que comprende la remodelacion del Utero para

prepararse para recibir el blastocisto a partir de la monta hasta el dia de implantacion.
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3. Antecedentes.

3.1. Disruptores Endocrinos.

Los disruptores enddécrinos, o EDC por sus siglas en inglés Endocrine Disrupting Chemicals,
son una clase de compuestos que interfieren con el sistema enddocrino que pueden producir
efectos adversos en el desarrollo, en el sistema reproductivo, en el sistema nervioso y en el
sistema inmune (NIEHS, 2016A).

Las personas pueden estar en contacto con EDCs a diario, durante varias etapas de su vida,
desde su concepcion y su desarrollo fetal hasta la edad adulta y la senectud. Una caracteristica
que diferencia a los EDCs de otros productos quimicos toxicos ambientales, es que estas
sustancias ejercen efectos a pequefias dosis y varian en funcién al tiempo de exposicién. Por
lo tanto, estos niveles de exposicion aparentemente menores ejercen cambios sutiles en los
niveles moleculares y celulares que finalmente inducen efectos fisiopatoldgicos mas graves
(Prusinski, 2016).

Los EDS también han sido relacionados con un aumento de la incidencia de cancer de mama,
crecimiento anormal y retraso neurolégico en los nifios (WHO, 2016A). Una amplia gama de
sustancias, tanto naturales como artificiales, pueden provocar alteraciones enddcrinas, como
medicamentos, dioxinas, bifenilos policlorados, DDT, pesticidas, y plastificantes como el BPA.
Los disruptores endocrinos pueden encontrarse en muchos productos de uso diario,
incluyendo botellas de plastico, latas de metal de alimentos, detergentes, contenedores de

alimentos, juguetes, cosméticos y pesticidas.

A partir de estudios con animales se han observado los mecanismos mediante los cuales los
disruptores endocrinos afectan al sistema endocrino. Los disruptores endocrinos pueden
(NIEHS, 2016A):

- Imitar el efecto que tienen las hormonas que se producen de forma natural en el cuerpo,

como estrogenos y andrdgenos.



- Unirse a receptores dentro de la célula y bloquear la unién de la hormona endégena, lo
gue provoca que la sefial normal no se produzca y el cuerpo no responda de forma
adecuada.

- Interferir o bloguear la via de sefalizacion de las hormonas.

3.2. Generalidades del Bisfenol A.

El bisfenol A (2,2-bis(4-hidroxifenil)propano) (BPA) es una sustancia quimica utilizada
fundamentalmente como mondémero en la produccién de plastico de policarbonato y resinas
epoxi. También se utiliza en la fabricacion de resinas de poliéster, polisulfona y poliacrilato y
de retardadores de llama.

El policarbonato se utiliza ampliamente en la fabricacion de materiales en contacto con
alimentos, como biberones, vajillas, utensilios de horno y microondas, envases de alimentos,
botellas de agua, leche y otras bebidas, equipos de procesamiento y tuberias de agua. Las
resinas epoxi se usan como revestimiento de proteccion de diversas latas de alimentos y
bebidas, y como revestimiento de las tapas metalicas de jarras y botellas de vidrio, incluidos
los envases de las preparaciones para lactantes. Estos usos provocan la exposicién de los
consumidores al BPA a través de la alimentacion.

El BPA es uno de los productos quimicos que se producen en grandes voliumenes a nivel
mundial, estimaciones recientes indican que se producen alrededor de 8 billones de libras cada
afo, de los cuales 100 toneladas se liberan a la atmésfera (Vandenberg et al., 2010).

La principal fuente de exposicion de las personas al BPA es a través de la dieta. El BPA
contenido en los envases de bebidas y alimentos es la fuente de exposicién del ser humano a
diario, ya que el BPA puede filtrarse a los alimentos de los revestimientos de resina epoxi
presentes en contenedores de alimentos, botellas de agua y biberones. El grado en que el
BPA se filtra a partir de botellas de policarbonato depende de la temperatura del liquido
contenido y la edad del contenedor (NIEHS, 2016B).



Otra fuente de exposicion es el papel térmico en personas mayores de 3 afios. La exposicion
al BPA mediante contaminacion ambiental puede ocurrir durante la produccion,
procesamiento, via de degradacion fisica o quimica de los productos finales de la eliminacion

de sustancias que contienen BPA o en el reciclaje (Corrales et al., 2015).

El BPA ha sido detectado tanto en el suero materno y el fluido ovarico folicular, como en el
fluido amnidtico y en el plasma fetal, lo que indica que tiene la capacidad de cruzar la placenta

durante el embarazo (Schonfelder et al., 2002).

Algunas medidas de prevencion para reducir la exposicion al BPA son:

- No usar envases de plastico de policarbonato en el Horno de Microondas. El
policarbonato es resistente y duradero pero con el paso del tiempo puede degradarse y
MAs si se expone a altas temperaturas.

- Reducir el uso de alimentos enlatados.

- Cuando sea posible, utilizar vidrio, porcelana o acero inoxidable para alimentos o
bebidas calientes.

- Usar biberones y botellas libres de BPA.

3.3. Efectos adversos del BPA.

Los niveles altos de BPA urinarios en adultos han sido relacionados con varias enfermedades
y condiciones médicas. A la fecha, se reportan complicaciones de salud asociadas con niveles
altos de exposicion del BPA como diabetes (Lang et al., 2008), lo cual es congruente con el
reporte de que los niveles bajos de BPA inhiben la liberacién de adiponectina del tejido adiposo
(Hugo et al., 2008), enfermedades cardiovasculares (Lang et al., 2008), y alteraciones en las
enzimas hepéaticas (Hugo et al., 2008). También se ha reportado una relacion entre niveles
altos de BPA en el suero de mujeres y abortos recurrentes involuntarios (Sugiura et al., 2005),

y un mayor numero de partos prematuros (Cantonwine et al., 2010).



Los efectos del BPA varian dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicion. Los periodos
prenatal y neonatal representan la ventana de exposicidén mas vulnerable (Vanderberg et al.,
2009).

En mujeres bajo tratamiento de fertilizacion in vitro, el aumento de los niveles de BPA se han
relacionado con el descenso de los niveles maximos de estradiol y la disminucion de la
recuperacion de ovocitos (Mok-Lin et al., 2010), y en mujeres post-menopausicas, el ascenso
de los niveles de BPA se asocian con un aumento en la inflamacion y estrés oxidativo (Yang
et al., 2009). En hombres, los niveles altos de BPA estan relacionados con un descenso en la

calidad del semen y dafio del DNA del espermatozoide (Meeker et al., 2010).

En modelos con roedores se establecid que la dosis mas baja que ocasiona efectos adversos
(LOAEL) es de 50 mg BPA/kg/dia. Algunos de los efectos de la exposicion del BPA durante el
desarrollo a dosis mas bajas que LOAEL son: alteracion en el tiempo de pubertad; alteracion
del ciclo estral; alteraciones en la préstata, incluidas las neoplasias; alteraciéon en el desarrollo
de glandulas mamarias; cambios en el Utero y ovarios; alteraciones en el dimorfismo sexual;
cambios en el cerebro, alteracién de los niveles de receptores esteroideos y factores de
transcripcion en el cerebro; cambios en el comportamiento: hiperactividad y agresividad;
aumenta la susceptibilidad a medicamentos de adiccién; alteracion en el peso y composicion

corporal y alteracion en la homeostasis de la glucosa (Rubin, 2011).

En algunos tejidos, se requieren niveles mayores de BPA en adultos en relacion con los niveles
requeridos durante la organogénesis y/o lactancia para inducir efectos significativos. Por
ejemplo, las dosis de BPA requeridas para inducir una respuesta uterotrofica (100 mg/kg) o un
incremento en las células del epitelio uterino (5 mg/kg) en hembras ovariectomizadas de
roedores, fueron mucho mayores que la dosis capaz de ejercer efectos duraderos durante la
exposicion ocurrida en la gestacion (0.25 pg/kg/dia de gestacion) (Markey et al., 2005).

En contraste con el Gtero, niveles bajos de BPA ejercen efectos en el pancreas del adulto. Una
sola exposicion de 10 o de 100 pg/kg rapidamente disminuye los niveles de glucosa y aumenta

el nivel de insulina en la sangre de ratones machos. Después de 2 dias de la exposicion, se
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aumento el contenido de insulina pancreatica, y después de 4 dias del tratamiento, los ratones
desarrollaron hiperinsulinemia crénica y alteracion en la tolerancia a la insulina y glucosa
(Alonso et al., 2006). También se han observado efectos en la homeostasis de la glucosa en
hembras de raton prefiadas expuestas a dosis similares de BPA en los dias 9-16 de gestacion
(Alonso et al., 2010).

Taylor y colaboradores, realizaron un estudio en fetos y recién nacidos de primates y roedores
gue sugiere que poseen una habilidad limitada de metabolizar el BPA, lo que ocasiona que

dicho compuesto sea perjudicial durante la etapa critica del desarrollo (Taylor et al., 2011).

Estudios realizados en animales de laboratorio, han reportado una relacion entre la exposicion
al BPA y cambios en la estructura y funcion del cerebro, alteraciones en la metilacion del DNA
al disminuir la actividad de las DNA-metiltransferasas y problemas de comportamiento

(incluidos ansiedad y agresividad) (Wolstenholme et al., 2011).

El BPA puede alterar la programacion de células y tejidos mediante mecanismos epigenéticos
gue inducen a largo plazo, cambios en la estructura de la cromatina y en la expresion de genes
(Kundakovic et al., 2011). ElI BPA induce cambios en la metilacion de islas CpG, modificaciones
en las histonas y desregulacién de la expresion de RNAs no codificantes (Hochberg et al.,
2011).

En ratones, la exposicion prenatal en los dias 1 al 19 de gestacién a una dosis 200 pg/kg/dia
de BPA induce cambios en la metilacion del DNA en la region transcripcional del gen que
codifica el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), el cual ejerce una funcion
importante en el desarrollo fetal del cerebro; estos resultados concuerdan con los cambios del
BDNF en la sangre de corddn umbilical de bebés expuestos al BPA en el Gtero (Kundakovic et
al., 2015). Del mismo modo, se han observado varios efectos adversos que ocurren de manera
dosis-respuesta lineal al utilizar dosis de 2, 20 y 200 pg/kg/dia de BPA en la metilacion del
DNA y en la expresién de genes, que dependen de la via de sefializaciébn de estrégeno
(Kundakovic et al., 2013).



Los efectos del BPA sobre la generacion de sinapsis han sido demostrados en cerebros de
ratas adultas y de primates. Se encontré que el BPA impide los efectos de los estrégenos y
androgenos sobre la induccion de la sinapsis vertebral en el hipocampo y en la corteza
prefrontal. La reduccién en el nUmero de sinapsis observada en los animales tratados con BPA
podria tener una implicacion importante en la funcion y deterioro cognitivo (Hajszan et al.,
2010).

Estudios epidemiolégicos han encontrado diferencias sexuales especificas en el
comportamiento de los nifios asociadas con el aumento en las concentraciones prenatales
maternas de BPA (Perera et al., 2012). También se ha encontrado que la exposicion al BPA
interfiere en la homeostasis inmunolégica, comprometiendo la habilidad del sistema

inmunoldgico de luchar contra infecciones (Carlisle et al., 2009).

En particular, varios estudios in vitro y en animales han examinado los efectos de la exposiciéon
a BPA en la proliferacion de linfocitos, degranulacion de mastocitos y las respuestas de
anticuerpos, con resultados que muestran que el sistema inmunoldgico en desarrollo puede
ser un objetivo particularmente sensible del BPA (Narita et al., 2006; Yan et al., 2008; Yoshino
et al., 2004).

El BPA también esta relacionado con anormalidades en la funcién de los OGrganos
reproductivos, en la mujer provoca alteracion del ciclo menstrual, formacién de ovario
poliquistico, disfuncion placentaria, aumento de la incidencia de abortos espontaneos,
mortalidad neonatal y pubertad precoz. En el hombre puede provocar disfuncién sexual que
incluye disminucion de la libido, disfuncidn eréctil, dificultades para eyacular y alteracion en los

paradmetros del semen (Hunt et al., 2009; Manfo et al., 2014).

La incidencia y prevalencia de cancer de 6rganos diana del sistema endocrino, incluidos la
prostata, mama y testiculos, comenz6 a aumentar constantemente en 1970 y alcanz6 una
meseta elevada en el 2002 (Howlander et al., 2014). El incremento de la exposicion a
estrogenos sintéticos ambientales, como el BPA, ha sido considerado como factor que

contribuye al aumento de esta incidencia (Maffini et al., 2006). Por ejemplo, el BPA ejerce
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efectos marcados en el desarrollo de las glandulas mamarias (Mufioz et al., 2005) y promueve
la formacion de hiperplasias y lesiones mamarias pre-cancerigenas en roedores adultos
(Murray et al., 2007; Vanderberg et al., 2008).

3.4. Impacto del BPA en la fertilidad humana.

La Organizacion Mundial de la Salud define a la infertilidad como una enfermedad del sistema
reproductivo que consiste en el fracaso de un embarazo clinico después de 12 meses 0 mas
de tener relaciones sexuales regulares sin proteccion (WHO, 2016B). La infertilidad es un
problema que ha aumentado de manera considerable en los ultimos afios. El porcentaje de
mujeres infértiles a nivel mundial alcanz6 el 30% (Inhorn et al., 2015).

La infertilidad en las mujeres puede ser resultado de varios factores, incluyendo problemas
fisicos, problemas enddcrinos, estilo de vida y factores ambientales. Los factores ambientales,
tales como la exposiciéon a productos quimicos con propiedades de disruptores endécrinos,
pueden imitar o bloquear la actividad enddcrina de hormonas enddgenas y por lo tanto, afecta

la reproduccién.

Estudios epidemiolégicos han encontrado que los niveles de BPA en el suero son mayores en
mujeres infértiles que en mujeres fértiles (Caserta et al., 2013A; La Rocca et al., 2014). El
centro de Salud Reproductiva de la Universidad de California, examin6 un grupo de parejas
bajo tratamiento de fertilizacidn in vitro y encontré una asociacion entre un nivel sérico alto de
BPA no conjugado con un nivel bajo de estradiol después de la hiperestimulacién con la

hormona gonadotropina coriénica (Bloom et al., 2011).

En un estudio realizado en parejas asiaticas y americanas, encontraron que la probabilidad de
fertilizacion disminuyo un 55% cuando la mujer tenia niveles altos de BPA no conjugado, y
disminuy6 6% mas cuando se detectaron niveles séricos de BPA tanto en el hombre como en
la mujer, aunque en parejas donde solo el hombre ha tenido exposicién al BPA esto no ha sido

un factor significativo (Fujimoto et al., 2011).



3.4.1. Efecto del BPA en el eje hipotalamo-hipofisis-gonada.

Para entender el papel del BPA sobre la capacidad reproductiva femenina, es importante
considerar las alteraciones potenciales asociadas a la exposicion temprana de BPA en el eje

hipotalamo-hipdfisis-gonada, asi como en el tracto reproductivo y las glandulas mamarias.

Después de la maduracion sexual, la retroalimentacion coordinada del eje hipotdlamo-
hipdfisis-gonada controla la capacidad de las hembras mamiferas para ovular y preparar los
organos reproductivos para soportar el posible embarazo. En el hipotalamo, las hormonas
sexuales (estradiol (E2) y progesterona) activan las neuronas kisspeptinas que a su vez
estimulan la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). La GnRH estimula
a la hipdfisis para secretar hormonas gonadrotréficas (hormona foliculo estimulante, FSH, y
hormona luteinizante, LH). La FSH y la LH actian sobre el ovario para apoyar la
foliculogénesis. El aumento de los niveles de hormonas sexuales sintetizadas por el ovario
retroalimenta a las neuronas kisspeptinas para inducir un aumento de LH, el cual es necesario

para la ovulacion.

La exposicion neonatal al BPA aumenta (Xi et al., 2011; Qiu et al., 2016) o disminuye la
expresion de Kiss1 (Navarro et al., 2009; Cao et al., 2012), gen que codifica las kisspeptinas,
en peces, ratones y ratas. Diferencias en especies y edad pueden explicar estos resultados
opuestos. Ademas, el BPA aumenta los niveles de FSH, LH, E2 y GnRH (Wang et al., 2014), y
disminuye los receptores a estrégenos a (Esrl) y B (Esr2) en el hipotdlamo (Cao et al., 2012;
Cao et al., 2014), en ratas.

A nivel del hipotalamo, la exposicion al BPA a una dosis de 20 mg/kg/dia en los dias 1 al 7
postnatales, durante la diferenciacion sexual del cerebro, causa cambios en el tamafio y
composicion del nacleo periventricular anteroventral, una region esencial para la liberacion de
GnRH (Monje et al., 2010). Se han reportado cambios en la liberacion de LH y en la funcién
del hipotalamo y la hipdfisis en ratas expuestas de manera temprana al BPA (Fernandez et al.,
2009), asi como también cambios en los niveles de los receptores de estrogenos (Esrly Esr2)
en la hipdfisis anterior y en el hipotalamo (Khurana et al., 2000; Ramos et al., 2003).
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Asi mismo, un estudio realizado en ratones, encontrd que una exposicion a dosis baja de BPA
(0.5 ug/kg/dia) durante la gestacion aumentd la proliferacién de las células hipofisarias e
incremento el nimero de células gonadotréficas (Brannick et al., 2012). Una exposicién mas
larga al BPA, de la gestacion al destete, y con una mayor dosis (10 mg/kg/dia), disminuyo los
niveles de FSH (Xi et al., 2011), lo que indica que el efecto que ejerce la exposicion del BPA

en la hipofisis depende del tiempo de exposicion y la dosis.

Otro 6rgano fundamental en la fertilidad femenina es el ovario, el cual es el encargado de
producir évulos y hormonas sexuales que regulan el ciclo estral y la fertilidad. Diversos estudios
indican que la exposicion in Gtero o neonatal a BPA resulta en morfologia e histologia ovarica

anormal.

De manera especifica, en monos Rhesus, la exposicion a una dosis de 400 pg/kg/dia de BPA
durante el dia 50 al 100 de gestacién aument6 el numero de foliculos multi-ovocitos (Hunt et
al., 2012), inhibié la apertura de los nidos de las células germinales (Wang et al., 2014; Zhang
et al., 2012), disminuyo el namero de foliculos primordiales (Zhang et al., 2012; Zhang et al.,
2014), aumento la apoptosis de los ovocitos (Zhang et al., 2014) e incremento el reclutamiento
de foliculos primordiales (Wang et al., 2014; Rodriguez et al., 2010). También afectd la
distribucién de los foliculos al reducir el numero de foliculos antrales y aumentar el nUmero de
foliculos primarios y secundarios (Gamez et al., 2015). Esto se debe a que la exposicion al
BPA disminuye la expresion de factores que controlan la foliculogénesis, tales como Nobox,
Lhx8, Sohlh2, Stra8, Dmcl, Rec8, Scp3y Figla (Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2014).

El BPA afecta la meiosis en los ovarios, acelera la transicion folicular, reduce la calidad de los
oocitos en modelos animales y en mujeres bajo fertilizacion in vitro, afecta la proliferacion del
endometrio uterino, disminuye la receptividad uterina y aumenta la falla en la implantacion
(Caserta et al., 2014, Peretz et al., 2014).

La exposicién a dosis baja de BPA aumenta la apoptosis en foliculos ovaricos que esta

acoplada a un incremento en el nivel de caspasa-3 (Lee et al., 2013). Este aumento en la
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apoptosis de los foliculos podria explicar la disminuciéon de Ovulos maduros en mujeres

expuestas al BPA.

Analisis moleculares revelaron que el BPA afecta la expresion de los genes relacionados con
la apoptosis en el ovario; como Bcl2, Bakl, TNF, Tnfrsfllb y Ltbr (Wang et al., 2014; Zhang et
al., 2014).

Asi mismo, estudios realizados sobre la expresion de genes, sugieren que el BPA puede actuar
a través de mecanismos que implican la alteracion de los niveles de microRNAs (Veiga-Lopez
etal., 2013). EI BPA regula a la baja la expresién de miR-137 lo que conlleva a una disminucion
en la sintesis de hormonas sexuales (Sirotkin et al., 2009) y miR-765 que esté involucrado con

la falla ovarica prematura (Yang et al., 2012).

3.4.2. Efecto del BPA en el ttero.

Durante el desarrollo, el BPA puede alterar la morfologia del Utero incrementando la expresion
de receptores esteroideos (Markey et al., 2005) y aumentando la sensibilidad a los estrégenos
(Bromer et al., 2010).

En el Utero, la exposicion de BPA a una dosis de 0.1 mg/kg/dia, en los primeros 5 dias después
del nacimiento, resulta en la aparicion de lesiones proliferativas progresivas en el oviducto y
en el remanente del conducto de Wolff durante la etapa adulta y aumenta la incidencia de
ovarios poliquisticos (Newbold et al., 2007). Ademas, otros estudios indican que dosis altas de
BPA (100 mg/kg/dia) provocan en el Gtero un retraso en el desarrollo y transporte del embrién

comparado con los controles (Xiao et al., 2011).

En ratas, una dosis baja de BPA (0.5 pg/kg/dia), administrada del dia 9 de gestacion al destete,
incrementd las anormalidades en el epitelio luminal y glandular (Vigezzi et al., 2015); y provoco
hiperplasia uterina, poélipos estromales y retencion de remanentes del ducto de Wolff en
descendencia adulta comparado con los controles (Newbold et al., 2009). La exposicion a una
dosis alta de BPA (50 ug/kg/dia) reduce el peso uterino en la segunda generacion de crias
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(Hiyama et al., 2011). Estos resultados coincidieron con otro experimento en el que se
administré una sola dosis de BPA (100 mg/kg) a ratones recién nacidos, que cuando llegaron
a la edad adulta se encontrd una reduccion en el peso uterino comparado con los animales
control (Nah et al., 2011).

En ratas jovenes que entran a la etapa adulta, la exposicion a una dosis baja de BPA (1.2
mg/kg/dia) del dia 6 de gestacion hasta el dia del destete incremento el grosor del epitelio

uterino y del estroma (Mendoza-Rodriguez et al., 2011).

Un estudio reciente demostré que la exposicion a dosis baja de BPA disminuy6 los niveles
uterinos de Lif, PR, Hand2, y Hoxal0 comparados con los controles. Estos efectos mediados
por el BPA pueden afectar la fertilidad debido a que estos factores forman parte de la via de
sefalizacion mediada por la progesterona y son importantes en la receptividad e implantacion
uterina (Li et al., 2016). Otros factores moleculares en el Utero que se observan alterados
después de la exposicion a BPA in vivo son el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), Esrl y Esr2 y PR (Aldad et al.,, 2011; Bosquiazzo et al., 2010; Kim et al., 2014;
Varayoud et al., 2011).

Al final del embarazo, el Utero necesita contraerse para inducir la labor de parto. Las
contracciones estan bajo el control de hormonas enddégenas como estradiol, progesterona,
oxitocina y las prostanglandinas. La exposicion a BPA disminuye las contracciones uterinas y
altera los niveles de los factores de transcripcion y proteinas asociados a la contraccion.
Especificamente la dosis alta de BPA (500 mg/kg/dia) aumenta la oxitocina y su receptor, y

disminuye la sefalizacién dependiente de prostaglandinas (An et al., 2013).

Estudios in vitro realizados en lineas celulares humanas, indican que la exposicién a una
concentracion de BPA de 100 pmol/L disminuye la proliferacion de células epiteliales
(Aghajanova et al.,, 2011) y aumenta la proliferacibn de células estromales durante la
decidualizacién estromal (Manelli et al., 2015). Algunos de los mecanismos potenciales a
través de los cuales el BPA puede afectar la proliferacion celular en el utero incluyen la
alteracion de la expresion de IGFBP1, MIF, HOXA10, receptores hormonales (Esr y PR),
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enzimas (Citocromo P450 CYP11A1l, deshidrogenasas HSD17B1 y HSD17B2) y hormonas
(PRL, LH) (Aghajanova et al., 2011; Aldad et al., 2011; Forte et al., 2016; Hiyama et al., 2011,
Manelli et al., 2015).

El ciclo estral es crucial para la ovulacion y la preparacion del Gtero para la posible
implantacion. La exposicion en ratones neonatos a BPA, a dosis bajas (0.1-10 mg/kg/dia) y
altas (25-100 mg/kg/dia), aumentan o disminuyen los dias del estro y alteran el ciclo en ratones
y ratas adultas comparados con los controles (Fernandez et al., 2009; Lee et al., 2013; Nah et
al., 2011).

3.4.3. Efecto del BPA en la gestacion.

Se encontré en un estudio realizado en ratones, que la exposicién a una dosis de 10.125
mg/dia de BPA durante el periodo de preimplantacién (dias 1-4 de gestacion) reduce el nimero
y tamafio de las camadas comparadas con los controles (Berger et al., 2007). Ademas, la
exposicidon a una dosis baja de BPA (0.5 ug/kg/dia) después de la implantacion del blastocisto
(Fig.3) al nacimiento afecta la fertilidad de las hembras en la generacién posterior,
disminuyendo el numero de crias por camada y aumentando el porcentaje de crias muertas
(Wang et al.,, 2014). Estos resultados coinciden con los encontrados por Cabaton y
colaboradores, quienes afirman que las crias hembras expuestas a dosis bajas de BPA (25
Mg/kg/dia) durante el dia 8 de gestacidon y el dia 16 de lactancia tienen menos embarazos y

menor numero de crias en cada camada (Cabaton et al., 2011).

3.4.4. Efecto del BPA en laimplantacién del blastocisto.

Un estudio realizado en el Centro de Fertilidad del Hospital General de Boston en 137 mujeres
bajo tratamiento de fertilizacion in vitro demostré que niveles altos de BPA en la orina esta
asociado con el fracaso de la implantacién, el cual definieron como una prueba negativa de la
hormona gonadotropina coridnica (<6 UI/L) 17 dias después de la recuperacion del 6vulo
(Ehrlich et al., 2012). Para la invasion apropiada de blastocistos, la implantacion y el embarazo

exitoso, el endometrio uterino se transforma y se reorganiza bajo la influencia de los
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estrogenos provenientes del foliculo en crecimiento, el espesor endometrial aumenta
rapidamente entre el quinto y el decimocuarto dias del ciclo menstrual. Conforme el espesor
se incrementa, las glandulas uterinas aumentan de longitud, tales cambios endometriales
forman parte de la fase proliferativa. Después de la ovulaciéon, el endometrio adquiere gran
vascularidad y se edematiza ligeramente bajo la influencia de los estrégenos y la progesterona
provenientes del cuerpo luteo, como consecuencia, esta fase del ciclo se conoce como fase
secretora o Iutea. Asi las sustancias quimicas que interfieren con la funcién uterina tienen el

potencial de afectar la fertilidad de forma adversa (Ganong et al., 2012; Fig. 2).
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Figura 2. Relacion entre los cambios ovaricos y uterinos durante el ciclo menstrual de la mujer.

El blastocisto es capaz de unirse a diferentes sitios y superficies del organismo materno, pero
el epitelio uterino es el mas selectivo, permitiendo la implantacién del embrién solamente en
un periodo corto de tiempo, llamado ventana de implantacion (Norwitz et al., 2001). La
implantacion del blastocisto en el Gtero es un proceso fundamental en la fertilidad. En el

humano ocurre de 6-7 dias después de la fecundacion del évulo (Fig. 3). Las células del
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trofoblasto expresan proteinas de adhesion en su superficie para unirse a la superficie del

epitelio uterino.

Esquematicamente, este proceso se divide en 3 etapas (Bruce 1994):

e Aposicion del blastocisto sobre el endometrio.
Cuando el blastocisto emerge de la zona pellcida en el dia 5 después de la fertilizacion del
ovulo, entra en contacto con la mucosa uterina materna. El contacto puede ocurrir cuando
el Gtero entra en su fase secretora (fase luteinizante). Esta fase alista al endometrio para la
recepcion y tiene una duracion de 4 dias en la mujer. Ocurre alrededor de 6 dias después
del pico de LH y se caracteriza por la aparicion de pequefas elevaciones en el polo apical
de las células del endometrio. Una de las funciones de estas elevaciones consiste en la
absorcion del fluido uterino, que lleva al blastocisto més cerca del endometrio y lo inmoviliza

al mismo tiempo. En esta etapa el blastocisto todavia puede eliminarse por un lavado.

e Adhesion del blastocisto.
Después de la aposicion del blastocisto en el epitelio uterino, las microvellosidades de la
superficie del trofoblasto interactian con las células epiteliales del Utero. La adhesion surge

a través de las glicoproteinas de la superficie celular.

e Invasion del trofoblasto e insercion.
El trofoblasto se diferencia en dos diferentes masas celulares: el citotrofoblasto y el
sincitiotrofoblasto. El citotrofoblasto, consiste en una capa interna irregular de células
ovoides de un solo nucleo. También es alli donde se desarrolla la actividad mitGtica
intensiva. En la periferia, el sincitiotrofoblasto forma un sincitio, es decir, una capa
multinuclear sin limites celulares que surge de la fusion de las células del citotrofoblasto. El
sincitiotrofoblasto produce enzimas liticas y secreta factores que causan apoptosis de las
células epiteliales endometriales. El sincitiotrofoblasto también atraviesa la lamina basal y
penetra en el estroma que se encuentra por debajo, erosionando la pared de los capilares.

Con la implantacion del blastocisto en el endometrio, el sincitiotrofoblasto se desarrolla
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rapidamente y rodeara totalmente al embrion tan pronto como se haya incrustado

completamente en el endometrio.
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Figura 3. Desarrollo embrionario temprano en el ser humano. Después de 24h después de la
fertilizacién (a) ocurre la primera division celular. A las 48h el embrion esta formado por 4 células (b)
y contintan las divisiones hasta formar la morula que contiene aprox. 32 células (c). Después se
forman una capa celular epitelial, mas gruesa en el exterior, y una cavidad en el interior del blastocisto
(d). El blastocisto sale de la zona pellcida y se implanta en el endotelio uterino (e). Las células que
conforman la masa celular interna son las que desarrollaran el embrion.

En ratas, la adhesién y la invasion del blastocisto ocurren en el dia 6 y 7 de la gestacion
(Rogers et al., 1992).

Varios tipos de proteinas actian como mediadores de la implantacion del blastocisto, tales
como transductores de sefiales intracelulares, factores de crecimiento y diferenciacion,

receptores de membrana y moléculas de adhesiéon celular (Anchache et al., 2006). Ademas,
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estas proteinas son responsables de la diferenciacion del endometrio, lo que facilita la

adhesioén e invasion del embrion, y mantiene el medio intercelular (Dietrich et al., 2007).

Otra funcidén clave del epitelio luminal uterino es que cuando esta en su etapa no receptiva
forma una barrera intacta que es refractaria a elementos invasivos, incluyendo al blastocisto
(Murphy et al., 1994; Psychoyos 1986). Durante la implantacion, bajo condiciones de
estrogeno, en especial estradiol, esta barrera experimenta grandes cambios estructurales y
morfolégicos para formar un epitelio modificado receptivo a la fijacion de blastocistos y su

acceso posterior al estroma (Psychoyos 1976).

Es importante entender el proceso natural de la remodelacion de la barrera epitelial uterina
para poder comprender los posibles fracasos durante el proceso de implantacion y los factores

gue contribuyen a la infertilidad.

Se ha encontrado que el BPA ejerce cambios en la receptividad del endometrio a embriones
durante la ventana de implantacién. También influye en el desarrollo del blastocisto antes de
la implantacion, lo que lleva a la pérdida de la capacidad de invasion del blastocisto en el
endometrio (Xiao et al., 2011). En el estudio realizado por Xiao en ratones, inyectaron via
subcutdnea BPA (100 mg/kg/dia) en los dias 0.5, 1.5, 2.5 y 3.5 de gestacion y encontraron que

inhibia la implantacién de los embriones.

Otro estudio realizado en ratones, encontré que dosis altas de BPA (600 y 800 mg/kg/dia),
administradas del dia 0.5 hasta el dia 3.5 de gestacion, dafiaron el desarrollo del blastocisto,
aumentaron la cantidad de células apoptéticas por embrion y la expresion de la 6xido nitrico
sintasa (NOS), y alteraron la capacidad de invasion del blastocisto, con lo que suprime la

implantacion embrionaria (Xiaoyan et al., 2015).

En nuestro laboratorio hemos estudiado el efecto que tiene la administracién de dosis bajas
(0.05 mg/kg/dia) y altas (20 mg/kg/dia) de BPA a la generacién FO de ratas Wistar a partir del
dia 6 de la gestacion hasta el dia 21 de la lactancia sobre la tasa de implantacion de la
generacion F1. Esto es, la generacion F1 recibié el BPA mientras se encontraba en utero y
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después durante la lactancia a través de la leche materna. Una vez destetadas las crias, estas
se alimentaron con agua sin BPA hasta que llegaron a la etapa adulta. Una vez que llegaron a
la etapa adulta fueron apareadas y se evaluo la tasa de implantacion en el dia 6 y 7 de la
gestacion (Fig. 4). Se observo que la exposicion perinatal a la dosis alta del BPA provocé una
disminucién significativa en el nimero de sitios de implantacion de la generacion F1 (Martinez-
Pefia et al., 2017).
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Figura 4. El tratamiento con BPA disminuye los sitios de implantacion. Los sitios de implantacion,
detectados por una coloracién azul, fueron evaluados al sacrificar los animales en los dias 6 y 7 de
gestacion, grupo control (A), BPA-L (B) y BPA-H (C). Cinco animales fueron evaluados en cada grupo
por cada dia de gestacion. El grafico D muestra la media + SEM de cada tratamiento; Ambos dias
del tratamiento se agrupan. El andlisis estadistico se realizé con andlisis de varianza unidireccional
(ANOVA) seguido de una prueba de comparacion maltiple de Tukey, P <0,05 en comparacién con el
grupo control.

3.5. Proteinas de Uniones Estrechas (TJ).

El epitelio es una capa de células que recubren las cavidades corporales y superficies externas
en organismos multicelulares. El epitelio permite el transporte selectivo de solutos y agua entre

compartimientos. El transporte transepitelial puede ocurrir por dos vias: la transcelular, que
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ocurre a través de la célula, cruzando la membrana apical y basolateral; y la paracelular, que

se refiere al transporte entre células.

Las células epiteliales estan unidas entre si mediante un complejo de uniones intercelulares
anclado a sus membranas (Farquhar et al., 1963). Las uniones intercelulares mas apicales son
las uniones estrechas (TJ, por sus siglas en inglés: Tight Junction), las cuales conforman la

principal determinante de la permeabilidad paracelular.

La primera proteina de TJ que fue descubierta fue zonula occludens-1 (ZO-1) en 1986
(Stevenson et al., 1986). Las uniones estrechas forman una barrera intercelular continua entre
células epiteliales, la cual se necesita para separar el espacio entre las células y regular el

transporte selectivo de solutos a través del epitelio (Anderson et al., 2009).

Se ha propuesto que las TJ tienen otra funcion, la cual es actuar como una cerca dentro de la
membrana celular para restringir mecanicamente la difusion de proteinas y lipidos dentro de la
bicapa lipidica (Diamond, 1977). Dicha cerca asegura que los componentes lipidicos y
proteinas de la membrana plasmatica permanezcan separados de los dominios de las TJ en
la parte apical y basolateral, lo cual es un prerrequisito para el transporte transepitelial
direccional (Gunzel, et al., 2013).

Las TJ se conforman por un complejo de multiples proteinas que incluyen proteinas
transmembranales, proteinas citoplasmicas, proteinas de sefializacion y proteinas que las
unen al citoesqueleto de actina (Fig. 5). Las proteinas transmembranales son los Unicos
componentes que tienen dominios transmembranales y porciones extracelulares, por lo que es

probable que medien las tres funciones principales de las TJs: barrera, poro y cerca.

Las proteinas transmembranales de TJ se dividen en tres grupos (Gunzel et al., 2013):

e Proteinas de un dominio transmembranal, incluye molécula de adhesion de union (JAM),

proteina Crumbs homodloga 3 (Crb3) y receptor de adenovirus y cocksavirus (CAR).
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e Proteinas de 3 dominios transmembranales, como sustancia epicardica de los vasos
sanguineos (Bves).
e Proteinas de 4 dominios transmembranales: claudinas y uniones estrechas asociadas a

proteinas MARVEL (TAMP) que incluyen ocludina, tricelulina y MarvelD3.
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Figura 5. Complejo de proteinas de uniones estrechas. Los principales componentes son las
proteinas transmembranales (claudinas, ocludina), proteinas de andamiaje (ZO-1, ZO-2) y el
citoesqueleto de actina. Las proteinas adicionales de andamiaje se representan por (?). Las
interacciones cabeza a cabeza entre claudinas en células adyacentes forman los poros que
restringen la permeabilidad. Existen interacciones homotipicas (entre el mismo tipo de claudina) y
heterotipicas (entre diferentes tipos de claudinas).

Las TJs estan involucradas en la transformacion de la membrana plasmatica, que es una serie
de cambios que implican la reorganizacién de la membrana plasmatica y del citoesqueleto de
las células epiteliales del utero. Estos cambios estan regulados por hormonas con el fin de

hacer al epitelio uterino receptivo a la adhesion de las células del blastocisto (Murphy et al.,

21



2000). La adecuada transformacion de la membrana plasmatica influye en la implantacion

exitosa del blastocisto.

Estudios de crio-fractura del epitelio uterino de rata, mostraron que las TJs estan bajo la
influencia de hormonas ovaricas (progesteronay estrégenos). Murphy et al. (1982) sugiere que
estas hormonas controlan el aumento en la profundidad y complejidad de las redes de las TJs
en el momento de la implantacién para prevenir o reducir la difusion de moléculas por via
paracelular. La estimulacion con estrogenos provoca una red de TJs con filamentos paralelos,
mientras que la estimulacidon con progesterona hace que la red de TJs se extienda a mayor
profundidad en la membrana lateral y los filamentos estén mas interconectados, que es como

se observa en el momento de la implantacion.

En estudios in vitro, se ha observado que la ocludina interactda con otras proteinas de uniones
estrechas, como ZO-1, ZO-2 y ZO-3, que unen a la ocludina con el citoesqueleto de actina. La
ocludina confiere adhesividad a las uniones estrechas (Van ltallie et al., 1997), mientras que
las claudinas contribuyen tanto con la adhesién como con la funcién de barrera y poro selectivo
de las TJs (Kubota et al., 1999).

En el blastocisto, el primer epitelio que se forma durante el desarrollo temprano es el epitelio
del trofectodermo (ET) que cubre la superficie del blastocisto y encierra la masa celular interna.
La permeabilidad entre células del ET y la union célula-célula son reguladas por las TJs. Si la
barrera formada por las TJs es insuficiente, los materiales transportados podrian escapar
facilmente por el espacio paracelular y la expansion de la cavidad del blastocisto nunca ocurria

(Schneeberger et al., 2004; Tsukita et al., 2001) lo que llevaria a un desarrollo anormal.
3.6. Claudinas.
Las claudinas son proteinas con un peso molecular de 22-27 kDa que contienen 4 dominios

transmembranales, 2 loops extracelulares y los extremos amino y carboxilo se encuentran

localizados en el citoplasma (Fig. 6). Las claudinas contienen motivos conservados de
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palmitoilacion, que promueven la insercion de las claudinas en zonas enriquecidas con
colesterol de la membrana citoplasmética y el ensamblaje de las TJs (Van ltallie et al., 2005).
El primer loop extracelular (EL1) contiene alrededor de 50 aminoacidos y es responsable de
la permeabilidad selectiva de las TJs. El segundo loop extracelular (EL2) es mas pequefio,

contiene alrededor de 16 aminoacidos e interacciona con otras claudinas permitiendo la

adhesion célula-célula.

La expresion de las claudinas varia dependiendo del tipo de epitelio, de los requerimientos
fisiologicos, cambios sobre el transcurso del desarrollo (Reyes et al., 2002) y es alterado por

un gran numero de enfermedades.

EL1
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Figura 6. Estructura de las claudinas. Se observa que posee 4 dominios transmembranales, los
extremos amino y carboxilo se encuentran en el citoplasma, tiene dos loops extracelulares, el EL1
contiene un enlace disulfuro (S-S) que le da estabilidad. También posee dos motivos de
palmitoilacion y un motivo de union a PDZ en el extremo C-Terminal.

Las claudinas se asocian por interacciones cis dentro de la membrana plasmatica de la misma
célula en dimeros, e interacciones trans entre claudinas en células adyacentes. Ademas de
formar una barrera, las claudinas pueden aumentar la permeabilidad paracelular selectiva de
cationes y aniones. Las claudinas con un EC1 con mas cargas negativas (claudinas-2, -10a, -
15) son mas selectivas para cationes, mientras que las que tienen con un EC1 con mas cargas

positivas (claudinas-10b, -17) son selectivas para aniones.
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3.6.1. Claudina-3.

La claudina 3 es expresada en una variedad de epitelios, tales como el respiratorio, urinario y
el tracto gastrointestinal, y en glandulas salivales y mamarias. Diversos estudios indican que

la claudina-3 actia como una proteina formadora de la barrera de las TJ (Gunzel et al., 2013).

En experimentos en los cuales se expresoé establemente la claudina-3 en fibroblastos NIH/3T3,
se observo una reduccion en la permeabilidad paracelular para moléculas muy grandes
(dextran 2000 kDa) y el desarrollo de una pequefia resistencia a través de la capa de células
de fibroblastos (Coyne et al., 2003).

Asi mismo, la sobre-expresion de claudina-3 en células de rifion MDCK Il indujo un incremento
en la resistencia paracelular (Milatz et al., 2010). En cambio, una disminucién de la expresion
de la claudina-3 en diferentes tipos celulares causa un decremento en la funcién de la barrera
(Hashimoto et al., 2008; McLaughlin et al., 2004; Reiter et al., 2006).

En las células de Sertoli del testiculo de ratdn la claudina-3 se expresa temporalmente durante
la pubertad, cuando se desarrolla la barrera hemato-testicular, segun se evalué por el
decremento de la permeabilidad a la biotina. En ratones en los que se ha deletado el receptor
de andrégenos, las células de Sertoli no expresan la claudina-3 y la biotina permanece

constantemente alta (Meng et al., 2005).

Claudina-3 también es un componente de la barrera hematoencefalica y su pérdida selectiva
de las TJs causa una pérdida de la funcion de barrera del epitelio, dando lugar a enfermedades

como encefalomielitis autoinmune y tumores de glioblastoma (Wolburg et al., 2003).

En contraste, existen informes de células epiteliales alveolares, en las que la claudina-3 parece
estar muy expresada en condiciones de disminucién de la funcién de la barrera (Chen et al.,
2005). Cuando se sobreexpresd en las células epiteliales alveolares, se encontré que la
resistencia transepitelial disminuyé y se incrementé el flujo de sustancias marcadoras via
paracelular (600 Da calceina; 10 kDa dextran) (Mitchell et al., 2011).
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3.6.2. Claudina-4.

La claudina-4 es expresada abundantemente en el rifidn, principalmente en los conductos
colectores, y en el pulmoén. En estudios in vitro, dependiendo del tipo de célula que se esta
investigando, actia como barrera general (Michikawa et al., 2008), como una barrera de Na*
sin afectar la permeabilidad de CI- (Van ltallie et al., 2001) o, al interactuar con la claudina-8,
como un poro de Cl/aniones (Hou et al., 2010).

En el rifidn, se ha postulado que la claudina-4 permite la permeabilidad pasiva de CI- en los
tubulos colectores y de este modo facilita la reabsorcién de NaCl impulsada por el transporte
electrogénico de Na* a través del canal epitelial de Na* (ENaC) (Hou et al., 2010).

En el pulmén, se ha sugerido que la claudina-4 mantiene una barrera alveolar estrecha de Na*
y asi, evita la fuga de fluido y electrolitos en el espacio alveolar. Esta idea coincide con un
estudio realizado en ratones a los que se les administr6 un péptido C-terminal de la
enterotoxina de Clostridium perfringens (CPE) que elimina la claudina-4 (pero también la
claudina 3) de las TJs, lo cual inhibio la depuracion del liquido en el espacio aéreo y exacerbd

el edema pulmonar (Wray et al., 2009).

En el colon, se ha reportado que la claudina-4 actta haciendo mas impermeable el transporte
paracelular, ya que en varias condiciones en las que se incrementa la permeabilidad se ha

observado un decremento la expresion de la claudina-4 (Ginzel et al., 2012).

3.6.3. Claudina-7.

La claudina-7 es expresada en diversos tejidos epiteliales, de los cuales el pulmén y el rifidn
tienen los niveles mas altos (Alexandre et al., 2005, Li et al., 2004).

El estudio in vitro de su funcidén ha llevado a conclusiones opuestas. La sobreexpresion de
claudina 7 en células de epitelio de rifidbn porcino, LLC-PK, causoé la disminucion en la

permeabilidad al Cl" y un ligero aumento simultaneo de la permeabilidad al Na*, lo que sugirio
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gue es una claudina selectiva de cationes (Alexandre et al., 2007). Por otro lado, Hou et al.,
(2006) encontré en células MDCK de rifion y LLC-PK en la cuales se habia deletado el gen de
claudina-7, un aumento en la permeabilidad al Na* y una disminucién en la permeabilidad de
CI, respectivamente, lo que sugiri6 una conclusion contraria: la claudina-7 es selectiva a

aniones.

La claudina-7 se diferencia de los otros miembros de la familia de las claudinas en que su
localizacion no se restringe a las uniones estrechas epiteliales (Gonzalez-Mariscal et al., 2006;
Inai et al., 2007; Mendoza-Rodriguez et al., 2005). Esta proteina demuestra una localizacion
diferente en la membrana basolateral en epitelios normales, como el intestino murino y la
nefrona y epididimo de ratas (Ding et al., 2012; Gonzalez-Mariscal et al., 2006). Asi mismo, se
ha demostrado que puede formar complejos con moléculas de adhesion celular epitelial
(EpCAM) (Nubel et al., 2009), asi como complejos con la claudina-1 y la integrina a2 (Ding et
al., 2012). La formacién de complejos con la integrina a2 promueve la adhesion entre la célula
y la matriz extracelular, ya que la claudina-7 estabiliza a la integrina a2, la cual es responsable

de adherirse a los componentes de la matriz extracelular (Ding et al., 2012).

3.6.4 Expresion de claudinas en el epitelio uterino.

En el epitelio uterino se han detectado 5 claudinas: claudina-1, -3, -4, -5 y -7 durante el ciclo
estral y la gestaciéon temprana. Dos de estas proteinas, claudina-3 y -4, se localizan
especificamente en las TJs y claudina-4, en particular, presenta una regulacion a la alta
durante la ventana de implantacion (Mendoza-Rodriguez et al., 2005; Nicholson et al., 2010;
Wang et al., 2004).

Las claudinas-1, -3, -5y -7, la ocludina y ZO-1 han sido estudiadas en el epitelio uterino de
rata durante el ciclo estral en nuestro laboratorio (Mendoza-Rodriguez et al., 2005). Estas
proteinas son mas abundantes en las TJs durante el proestro y estro cuando hay picos de

estradiol y progesterona.
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Durante la implantacion del blastocisto, la ocludina, claudina-3 y claudina-4 se encuentran
localizadas en le region de TJs de las células epiteliales uterinas (CEU) (Nicholson et al., 2010).
La expresion de ocludina y claudina-4 es influenciada por la progesterona, que domina el Utero

durante el tiempo de receptividad uterina (Pollard et al., 1972).

En el Gtero, se ha reportado que la claudina-4 disminuye el transporte paracelular de solutos
porque promueve las adhesiones en las TJs, las cuales contribuyen en la regulacion del
contenido del fluido luminal promoviendo la implantacion del blastocisto (Nicholson et al., 2010;
Wang et al., 2004). También se ha demostrado que disminuye la conductancia paracelular e

incrementa la complejidad de las redes de TJs (Van ltallie et al., 2001).

En el dia 1 de gestacion, la claudina-3 se observa en la parte apical de la membrana lateral y
en la parte basal de la membrana citoplasmatica en las células del epitelio luminal y del epitelio

glandular. La expresion de claudina-4 es casi indetectable en este dia (Nicholson et al., 2010).

En el dia 6 se observa que la claudina-3 se expresa en la parte basal y lateral de la membrana
citoplasmatica de las células del epitelio luminal. Se ha observado un aumento de claudina-4
en la region de la TJ en el epitelio luminal durante la ventana de implantacion (Nicholson et al.,
2010).

Durante el dia 1 de gestacion, la claudina-7 se presenta en la pared basal y lateral del epitelio
uterino luminal. Con el transcurso de la gestacion su expresion va disminuyendo hasta que en
el dia 7 apenas es detectable en el epitelio uterino. La disminucion de los niveles de claudina-
7 se debe a factores maternos independientes de la presencia del blastocisto (Poon et al.,
2013).
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3.7. Enfermedades relacionadas con las claudinas.

Estudios recientes han demostrado que enfermedades severas estan asociadas con la

alteracion de claudinas (Ginzel et al., 2012).

La claudina-2 constituye un canal paracelular selectivo y permeable a Na* dentro de las TJs
de los tdbulos proximales del raton. Una variante de esta claudina, se asocia con un riesgo
mayor de padecer la enfermedad de Crohn (S6derman et al., 2013). La claudina-3 y -4,
controlan el crecimiento tumoral y las metastasis mediante el mantenimiento de la expresion
de E-cadherina y la limitacion de la sefializacion de B-catenina (Shang et al., 2012). Personas
con mutaciones en claudina-19 tienen un alto riesgo de progresion de enfermedad renal

cronica (Claverie-Martin et al., 2013).

La claudina-16 y -19 forman un canal catiénico permeable a Ca2* y Mg?*, y generan un voltaje
positivo en el lumen debido al gradiente transepitelial de sales que impulsan la reabsorcion de
Ca?* y Mg?* (Hou et al., 2008). Estas proteinas se localizan exclusivamente en el asa
ascendente de Henle en el rifion (Hou et al., 2009). Las mutaciones en estos dos genes de
claudinas ocasionan un desorden renal autosémico recesivo con presencia de
hipomagnesemia, hipercalciuria y nefrocalcinosis (Konrad et al., 2006; Simon et al., 1999). Un
estudio reciente asociado al genoma, identificé que la mutacion del gen de claudina-14 tiene

un riesgo importante para desarrollar nefrolitiasis hipercalcitrica (Thorleifsson et al., 2009).

Un estudio encontré que las claudinas-3 y -4 son altamente expresadas en cancer de ovario
(Hough et al., 2000). En adicion, un niamero de claudinas (incluyendo claudinas-1, -3, -4, -7, -

10, -16, -18) se han encontrado alteradas en diferentes tipos de cancer humano (Morin 2005).

Se han generado varios modelos de ratones knockout de claudina, y la diversidad de fenotipos
obtenidos demuestran su papel importante en el mantenimiento de la integridad de los tejidos
en diversos organos. La eliminacion de claudina-1 en los ratones conduce a la pérdida de la

barrera de las TJs, perdiendo agua y macromoléculas en el estrato granuloso de la epidermis,
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como consecuencia, estos ratones mueren de deshidratacion en el periodo neonatal (Furuse
et al., 2002).

La maduracion de la barrera intestinal de los roedores se debe a la expresion de claudina-3
gue es inducida por la administracion de bacterias probidticas (Patel et al., 2012). Ratones
knockout de claudina-3 en células de adenocarcinoma gastrico humano (MKN28), aumenta la
permeabilidad paracelular (Hashimoto et al., 2008), Ratones sin claudina-3 tienen una barrera
hematoencefalica dafiada, lo que los lleva a tener un inicio mas rapido de signos clinicos de

encefalomielitis autoinmune experimental (Kooij et al., 2014).

Los ratones knockout de claudina-4 desarrollan defectos urolégicos y renales, que incluyen
pérdida urinaria de Ca?* y CI, hidronefrosis, obstruccién del tracto urinario e hiperplasia
urotelial (Fujita et al., 2012). Ratones knockout de claudina-4 y -8 tienen una disminucion
significativa en la permeabilidad paracelular de CI- sin afectar la permeabilidad de Na* (Hou et
al., 2010). Por otra parte, los ratones kochout desarrollan hipocalemia debido al incremento de

excresion urinaria de K* (Gong et al., 2015).

Ratones knockout de claudina-5 padecen de extravasacion de moléculas con un peso
molecular inferior a 0.8 kDa en el cerebro y parénquima de la médula espinal, mientras que en
los ratones del grupo control estas moléculas estan restringidas al compartimiento

intravascular (Nitta et al., 2003).
En ratones knockout de claudina-7 las TJs perdieron la funcién de barrera para el Na*y CI, lo

gue llevé a los ratones a desarrollar pérdida renal severa de Na*, k*, Cly agua, y murieron 12

dias después del nacimiento (Tatum et al., 2010).
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3.8. Efecto del BPA sobre la expresiéon de las proteinas de las TJ en el Gtero.

Un estudio reciente realizado por Martinez-Pefia et al., 2017, encontré que la exposicion
perinatal al BPA, a dosis baja: 0.05 mg/kg/dia (grupo BPA-L) y a dosis alta: 20 mg/kg/dia (grupo
BPA-H), ejercen cambios en la expresion de proteinas de uniones estrechas (TJ) durante la

gestacion temprana.

Durante el dia 1 de gestacion (D1), ZO-1 disminuyd su expresion en el grupo BPA-L, mientras
gue el grupo BPA-H presento una intensidad de sefial intermedia y una distribucién puntual.
También se encontré que la expresién de claudina-1 aumenté con la cantidad de BPA

administrado, en comparacion con el grupo control.

En el dia 3 de gestacion (D3), el grupo BPA-L expreso una cantidad de ZO-1 casi indetectable,
a diferencia del grupo BPA-H que present6 una sefal evidente localizada en la porcion apical
de la membrana plasmatica. La expresion de claudina-1 fue mayor en el grupo BPA-H
comparado con el grupo BPA-L, esta proteina fue localizada en la membrana lateral en ambos

grupos.

Durante el dia 6 de gestacidon en el sitio de implantaciéon, en el grupo BPA-L ZO-1 fue més
expresada en la membrana lateral comparado con el grupo control, mientras que en el grupo
BPA-H, ZO-1 se concentrdé en la parte apical de la membrana lateral. En el sitio de no
implantacion, ZO-1 se expresa en la parte apical de la membrana lateral en el grupo control y
los grupos tratados con BPA presentan la misma intensidad de tincion. En el sitio de
implantacion del D6, el tratamiento con BPA aumenta de forma dependiente a la dosis la
expresion de claudina-1 en la membrana lateral y en el citoplasma. En el sitio de no
implantacion, la expresion de claudina-1 en la membrana lateral y citoplasma fue mayor en el

grupo BPA-L que la de los grupos control y BPA-H.

Por ultimo, en el dia 7 de gestacion, en el sitio de implantacion, la expresion de ZO-1 pas6 de
una distribucion puntual en el grupo control y BPA-H a una distribucion en la parte apical de la
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membrana lateral en el grupo BPA-L. En el sitio de no implantacion, la menor expresion de ZO-
1 la detectaron, en la parte superior de la membrana lateral, en el grupo control, una tincién
intermedia en el grupo BPA-H y una mayor tincion en el grupo BPA-L. El tratamiento con BPA
cambio la expresion de la claudina-1. En el sitio de implantacion la dosis baja provoco una
tincion citoplasmatica difusa, mientras que la dosis alta provocé un aumento de la sefal
basolateral detectada en el grupo control. En el sitio de no implantacion, se observé un
aumento de claudina-1, en la membrana lateral, en los grupos tratados con BPA respecto al

grupo control.

Todos estos resultados nos indican que ambas dosis de BPA administradas durante el periodo
perinatal producen cambios importantes en la expresion de proteinas de las TJ estudiadas en
el momento que los animales llegan a la etapa adulta y quedan gestantes. Estos cambios en
la expresion de las proteinas de las TJ podrian explicar la disminucién de los sitios de
implantacion detectados en estos animales. Es por ello que es importante estudiar como
cambia la expresion y localizacién de otras proteinas de las TJ para tener un panorama mas
completo de lo que sucede en estos animales durante la gestacion y poder explicar la

disminucién de los sitios de implantacion previamente observados.
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4. Planteamiento del problema.

En la actualidad la tasa de infertilidad ha aumentado de forma considerable comparado con
décadas anteriores, lo que ha llevado a que se realicen una gran cantidad de estudios para
tratar de explicar este hecho bioldgico. Las investigaciones sefialan a los disruptores
endocrinos como agentes involucrados en la disminucién de la fertilidad humana, debido a que
estos compuestos, exdgenos al organismo, tienen una accion mimética a las hormonas
naturales (estradiol y progesterona), por lo que pueden alterar la homeostasis del sistema
enddcrino y reproductivo. Asi mismo las exposiciones a compuestos que interfieren con la
reorganizacion y transformacion del endometrio uterino para la implantacién del blastocisto y

el embarazo exitoso afectan de forma adversa la fertilidad.

El BPA es un disruptor enddcrino al cual estamos expuestos en la vida cotidiana debido a su
uso en la elaboracion de empaques de alimentos que consumimos, por lo cual es muy
importante estudiar sus efectos sobre el organismo. Existen estudios que demuestran los
efectos dafinos que ejerce la ingesta de este compuesto, tanto en el desarrollo como en la
etapa adulta, sobre la salud reproductiva.

Se ha encontrado que el BPA ejerce cambios en la receptividad del endometrio a blastocistos
durante la implantacion; ademas de que puede alterar el desarrollo del blastocisto antes de la
implantacion, lo que lleva a la pérdida de la capacidad de invasion del blastocisto en el

endometrio.

En nuestro laboratorio hemos estudiado el efecto de la administracion perinatal de una dosis
baja (0.05 mg/kg/dia) y una dosis alta (20 mg/kg/dia) de BPA en ratas Wistar en el nimero de
sitios de implantacion y se observo que la dosis alta de BPA ocasion6 una disminucion

significativa en el nimero de sitios de implantacidén con respecto al grupo control.

Ademas de esto, hemos estudiado la expresion de las claudinas-1, -3, -5 y -5, la ocludina y
Z0O-1 en el epitelio uterino de rata durante el ciclo estral y se observo que son mas abundantes

en las TJs durante el proestro y estro cuando hay picos de estrégeno y progesterona. Y
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posteriormente se realizd un estudio para evaluar el efecto del BPA a una dosis baja 0.05
mg/kg/dia y una dosis alta 20 mg/kg/dia sobre la expresion de ZO-1 y claudina-1 en los dias
1, 3, 6y 7 de gestacion observando cambios en la intensidad de la tincién y localizacion celular

de las proteinas.

Sin embargo, todavia no se establece de forma precisa el mecanismo de accion del BPA, por
lo que el presente proyecto se enfoca en la posible alteracion en la expresion de tres proteinas
de las TJ por el BPA: claudina-3, -4 y -7 en el epitelio uterino, las cuales estan involucradas en

el proceso de implantacion del blastocisto.

5. Hipoétesis.

Debido a los efectos conocidos del disruptor endocrino bisfenol-A sobre el sistema enddécrino
y reproductor, se espera observar alteraciones en la expresion de las proteinas de uniones
estrechas claudina-3, -4 y -7 en células del epitelio uterino, en ratas adultas prefiadas que

fueron tratadas de forma perinatal con el bisfenol-A.

6. Objetivo General.

Evaluar el efecto que tiene distintas dosis del disruptor enddcrino bisfenol-A sobre la expresion
de proteinas de uniones estrechas (claudina-3, -4 y -7) en epitelio uterino durante la gestacion
temprana (dias 1, 3, 6 y 7) de crias de ratas Wistar cuando se le ha administrado el compuesto

a la madre durante la gestacién y la lactancia.
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7. Metodologia.

7.1. Animales de experimentacion.

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

seleccionadas, se utilizaron 15 machos, también Wistar, para las montas.

7.2. Monitoreo del ciclo estral y apareamiento.

Para el monitoreo del ciclo estral de las 48 ratas iniciales, se tomo con un asa bacteriolégica,
esterilizada al rojo vivo y enfriada en agua, un frotis vaginal y se procedi6 a tomar una gota de
agua con el asa y la muestra para facilitar su colocacion en un portaobjetos marcado. Se repitio
la operacidn con todas las ratas monitoreadas de manera cotidiana durante al menos dos ciclos

regulares antes de ser apareadas.

La tincién de los frotis se realizé aplicando hematoxilina directamente sobre el portaobjetos y
removiendo el colorante tras cinco minutos. Posteriormente, se enjuago el portaobjetos con
agua destilada y se coloc6 dentro de una solucion saturada de carbonato de litio durante treinta
segundos. Transcurridos los treinta segundos, se enjuagd nuevamente el portaobjetos con
agua destilada y se dejo secar. Una vez seco el portaobjetos, se procedio a aplicarle eosina
durante diez minutos y finalmente a enjuagarlo con etanol al 70%. En cuanto el portaobjetos

secaba, estaba listo para analizarse al microscopio.

De acuerdo con el tipo de células predominante en el frotis, se pudo definir la etapa en la que
se encontraba la rata. El ciclo estral de la rata dura entre cuatro y cinco dias y consta de cuatro
etapas, es decir, aproximadamente una por dia. En la Tabla 1 se puede observar el tipo de

células que predomina en cada etapa.

34



Después de seleccionar a las 21 ratas con ciclos regulares, se procedid a controlar su
apareamiento. Con base en el monitoreo, se observo el dia en el que la hembra era receptiva
al macho (tarde del proestro) y se colocé a este ultimo en la jaula de la hembra a las seis de la
tarde y se removio a las once de la mafana del dia siguiente. Inmediatamente después de
remover al macho, se le tom¢ frotis vaginal a la hembra con el fin de verificar el apareamiento.
El frotis tefiido de la hembra prefiada deberia mostrar espermatozoides el dia posterior a la
monta para que este dia fuera considerado como el dia 1 de gestacion.

Tabla 1. Descripcion de las células predominantes en las cuatro etapas del ciclo estral de la rata.

Proestro Metaestro Diestro

Se observan células | Se observan células de | Predominan los | No se observa un claro
redondeadas, con un |descamacién que se | leucocitos, que se | predominio de un cierto
nacleo bien definido y |asemejan a hojuelas con | observan azules y mucho | tipo de célula. Se

agrupadas en racimo, que | bordes irregulares y sin | mas pequefios que el | observan células
se tifien de azul. nacleo que se tifien de | resto de las células. nucleadas, descamadas y
rosa intenso. El frotis leucocitos en
suele ser abundante. proporciones similares. El

frotis suele ser escaso.

7.3. Tratamiento farmacoldgico de la generacion FO.

Una vez verificada la gestacion de la rata, se peso y se clasifico en alguno de los tres grupos,
ya sea control, grupo BPA-L: dosis baja de BPA (0.05 mg/kg/dia) o grupo BPA-H:dosis alta (20
mg/kg/dia). De acuerdo con las estimaciones de la Agencia de Proteccion Ambiental de los

Estados Unidos (U.S. EPA) la dosis menor de efectos adversos observada (LOAEL) para la

35



exposicion oral a BPA en ratas es 50 mg/kg/dia. Expertos del Programa Nacional Toxicologico
(NTP) sugirieron una dosis de corte de 5 mg BPA/kg/dia para la clasificacién de efectos a dosis
bajas, sin importar la via de administracion, duracién de la exposicion o la etapa/edad de la
vida en la cual ocurre esta exposicion (Melnick et al., 2002). Por lo tanto, la dosis alta
seleccionada en el presente proyecto es cuatro veces mayor a la dosis de corte baja sugerida
por los expertos de la NTP y 2.5 veces menor que el LOAEL de U.S. EPA. La dosis baja es
100 veces menor a la dosis de corte baja sugerida por los expertos de la NTP y corresponde
a la ingesta diaria admisible (IDA) de BPA.

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

de cada uno de los grupos tratados.

Se peso6 en balanza analitica la cantidad indicada de BPA y se disolvié en etanol absoluto
utilizando un tubo eppendorf y un vortex. Esta disolucién se agregé al agua de bebida de los
animales de tal forma que el etanol quedara a una concentracion final del 0.1%. Esta agua se
suministro en botella de vidrio para evitar que compuestos provenientes de botellas de plastico
gue contengan policarbonato interfieran en los resultados. Se decidié suministrar de esta forma
el compuesto ya que por medio de la ingesta es la principal forma de exposicién de los
humanos a este compuesto. De esta forma, el grupo control solamente ingirié agua destilada
con etanol al 0.1%. Las hembras prefiadas recibieron el tratamiento a partir del dia 6 de
gestacion y hasta el dia postnatal 21. Se verifico el volumen ingerido diariamente de agua de
bebida durante el tratamiento con el fin de asegurar que las ratas recibian la dosis
correspondiente al grupo en el cual fueron clasificadas. Nuevamente, se obtuvo un promedio

de 30 mL de agua consumidos diario con una ligera tendencia a aumentar durante la gestacion.

7.4. Obtencién de la generacion F1.

Las hembras FO tratadas se dejaron llegar al término de la gestacion. El dia del parto se registro

el numero de crias y se ajustaron a 10 crias por madre. Se dejaron con la madre hasta el dia
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del destete, es decir, el dia postnatal 21. Ese dia, se sexaron las crias y se separaron machos
de hembras. A las crias hembras F1 se les marcé y se les coloco agua libre de BPA y comida
ad libitum. Se les dejo crecer 3 meses y se les determind, por frotis vaginal, como ya se ha
explicado, el dia del ciclo estral. Se aparearon estas hembras F1 con machos Wistar control
gue no tuvieron ningun tratamiento de la misma forma como se ha explicado con anterioridad.
El apareamiento se verifico por la presencia de espermatozoides en el frotis vaginal del dia
siguiente. Las hembras gestantes se sacrificaron en los dias 1, 3, 6 y 7 de la gestacion.

7.5. Procesamiento de los tejidos.

De las hembras sacrificadas a los dias 1, 3, 6 y 7 de gestacion se obtuvo una muestra de
aproximadamente 5 mm del Utero. En las hembras sacrificadas a los dias 6 y 7 de gestacion,
se obtuvo una muestra tanto de sitios de implantacion, como de sitios de no implantacién. Para
detectar los sitios de implantacion, media hora antes del sacrificio se inyecté por via
intravenosa 350 pL de una solucion de azul de Evans al 0.5%. Los sitios de implantacion se
tinen de color azul debido al aumento de la vascularizacion. Las muestras fueron fijadas con
una solucién al 4 % de paraformaldehido en PBS (NaCl 0.137 M, KCI 0.00268 M, Na2HPO4
0.01014 M, KH2PO4 0.00176 M; pH 7.4) durante 2 horas y posteriormente se lavaron con una
solucién de PBS en la que permanecieron hasta su posterior tratamiento.

Tras obtener el tejido uterino, se procesaron las muestras en un histoquinete Microm de
manera que fueron sumergidas durante 15 minutos en disoluciones de concentraciones
crecientes de etanol (50, 60, 70, 80, 90, 96 y 100 % v/v) y posteriormente 1 hora en dos
recipientes de xilol, para finalmente ser parafinadas durante 2 horas. Una vez que los tejidos
fueron deshidratados y parafinados en el procesador de tejidos, se incluyeron las muestras en
blogues de parafina de manera que cada bloque contenia las muestras de las 5 ratas de cada
tratamiento para cada dia de gestacion, separando sitios de implantacion y de no implantacion
en el caso de los dias 6 y 7. Asi, se obtuvieron 18 bloques en total.

Obtenidos los bloques, se procedié a cortarlos con un microtomo Leica modelo RM2145 y
transferir los cortes de 5 um a portaobjetos previamente tratados con poli-L lisina. Para este

tratamiento, los portaobjetos fueron limpiados con una gasa impregnada con etanol absoluto y
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sumergidos durante treinta minutos en una solucién de poli-L lisina (50 ug de poli-L lisina/mL
de tris-HCI 10 mM, pH 8.0) para posteriormente ser secados y repetir la operacion otras dos

veces.

7.6. Estudio de la expresion de las proteinas de las uniones estrechas.

Para evaluar la expresion de las proteinas se realizaron ensayos de inmunohistoquimica de
fluorescencia. Las muestras de tejido se desparafinaron a 60°C durante 30 minutos y se
rehidrataron tratdndolos por 5 minutos con disoluciones consecutivas de xilol al 100%,
xilol:etanol 50:50 v/v, etanol al 100%, 96%, 90%, 80%, 70% y 50% y por ultimo agua destilada.
Posteriormente, se colocaron en una solucion de citrato de sodio 10 mM a pH 6 previamente
hervida y se calentaron durante 10 minutos en horno de microondas. Se repitié este ultimo
paso una vez mas. Tras dejar enfriar, se lavaron los tejidos por 5 minutos con PBS dos veces
y se permeabilizaron en Triton X-100 al 0.5% en PBS. Nuevamente se les dieron dos lavados
de 5 minutos con PBSy se les trato por media hora con albumina al 5% en PBS para bloquear
uniones inespecificas. Transcurrida la media hora, se agrego el anticuerpo primario (dilucion
1:200): anticuerpo de conejo anti-claudina-3, anticuerpo de ratén anti-claudina-4 o anticuerpo
de conejo anti-claudina-7 (34-1700, 32-9400, 34-9100, Invitrogen) en Triton x-100 al 3% en
PBS y se dejo incubar en refrigeracion toda la noche. Al dia siguiente, se les dieron a los tejidos
otros dos lavados de 5 minutos con PBS y se agregd el anticuerpo secundario de burro anti-
IgGs de conejo conjugado con rodamina-(TRITC) (711-025-152 de Jackson Immuno Research
Laboratories Inc) o el anticuerpo secundario de cabra anti-lgGs de ratén conjugado con Alexa-
Fluor 488 (A11001 Invitrogen, USA), a 1.5 mg/mL en una dilucién de 1:100 con PBS y se dejo
incubar durante 2 horas teniendo cuidado de no exponer los portaobjetos a la luz para
preservar la sefial del fluoréforo. Por altimo, se realizaron otros dos lavados de 5 minutos con
PBS y se montaron las muestras agregando medio de montaje para fluorescencia adicionado
con DAPI para teiiir los nucleos celulares y sellando con barniz. Para los controles negativos,
se omiti6 el anticuerpo primario. La fluorescencia se examiné y se capturé la imagen con un

microscopio confocal (Olympus FV1000).
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8. Resultados.

Se analizé la expresion y distribucion de claudinas-3, -4 y -7 porque estas proteinas son
expresadas en las TJ de una gran variedad de tejidos, y su nivel de expresion se ve modificado
en respuesta a varios procesos tanto patolégicos como fisiologicos, por ejemplo el ciclo estral
y el embarazo, en especial, en la transformacién de la membrana plasmatica del Gtero para

volverse receptivo después de la fecundacion del évulo durante la gestacion temprana.

Se observo que el tratamiento perinatal de BPA provocé cambios en:

- En el nivel de expresién y distribucion de TJ en el utero de las ratas F1 prefiadas.
- Laexpresion de TJ en células estromales del Utero durante la penetracion del blastocisto.
- La expresion de TJ en el epitelio uterino, que varid entre el sitio de implantacion (Sl) y el

sitio de no implantacion (SNI) durante el embarazo temprano.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de la expresion de claudinas-3, -4y -7,
durante los dias 1, 3, 6 y 7 de embarazo.

8.1. Expresion de las claudinas en el Gtero de ratas control durante los diferentes dias

de la gestacién.

En el grupo de ratas control se observo que la expresion de las claudinas estudiadas varia con
el tiempo durante la gestacion (Figura 7). De esta manera, la claudina-3 mostrd un pico de
expresion en el dia 3 (Fig. 7B) mientras que claudina-4 se expresa a partir del dia 6 en el sitio
de implantacion (Fig. 71). También se encontré que la expresion de la claudina-7 en el dia 6 y
7 (Fig. 70y Q) es menor que en los dias 1y 3 (Fig. 7M y N), pero en los dias 6 y 7 se expresa

mas en los sitios de no implantacién (Fig. 7P y R) que en los sitios de implantacién (Fig. 70 y

Q).
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Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos de la expresion y localizacién de claudinas en
Utero de ratas tratadas con BPA durante la gestacion temprana.

Control

BPA-L

BPA-H

D1
Claudina-3
Claudina-4

Claudina-7

D3
Claudina-3
Claudina-4

Claudina-7

D6 SI
Claudina-3

Claudina-4

Claudina-7

D6 SNI
Claudina-3

Claudina-4

Claudina-7

D7 SI
Claudina-3

Claudina-4
Claudina-7

D7 SNI
Claudina-3

Claudina-4

Claudina-7

+ membrana lateral

+++ membrana
basolateral

+++ membrana lateral

+++ membrana
basolateral

+ membrana lateral

+ membrana
basolateral

++ mitad inferior de la
membrana lateral

++ membrana lateral

+ mitad inferior de la
membrana lateral
+++ membrana
basolateral

+ membrana lateral/
++ estroma

++ estroma

++ membrana
basolateral

+++ membrana lateral

++ membrana
basolateral

+ membrana lateral
+ membrana
basolateral

+ mitad inferior de la
membrana lateral

+ membrana lateral
+ membrana
basolateral

+ mitad inferior de la
membrana lateral

+ membrana lateral / +
estroma

++ membrana
basolateral / + estroma
+ membrana
basolateral

++ membrana lateral /
+ estroma

++ membrana
basolateral

+ estroma

+++ membrana basal

++ membrana lateral /
+ estroma

+ mitad inferior de la
membrana lateral

+++ membrana
basolateral

+/- membrana basal

+++ membrana
basolateral

++ membrana lateral
+ membrana
basolateral

+++ membrana
basolateral

+ membrana lateral

+/- parte superior de la
membrana lateral

+ mitad inferior de la
membrana lateral

++ membrana lateral

+ mitad inferior de la
membrana lateral

+ membrana
basolateral

+ estroma
++ membrana
basolateral

++ membrana lateral

++ mitad inferior de la
membrana lateral

++ membrana
basolateral

-- Sin tincion, +/- tincion apenas perceptible, + tincion baja, ++ tincidbn moderada, +++ tincion intensa




8.2. Expresion en el dia 1 de gestaciéon (D1) de las claudinas en el Gtero de ratas tratadas
con BPA.

En el dia 1 se encontré que la claudina-3 presenta una distribucion en la parte apical y lateral
de la membrana. La intensidad de la tincién de claudina-3 es menor en el grupo BPA-L (Fig.
8B) que en el grupo control (Fig. 8A). Para el grupo BPA-H (Fig. 8C) se encontrd que la
expresion de esta claudina es apenas perceptible en la membrana basal.

La claudina- 4 no fue detectada en las células del epitelio uterino (CEU) en el grupo control
(Fig. 8D) ni en el grupo BPA-H (Fig. 8F). Sin embargo, fue expresada en el grupo BPA-L (Fig.
8E) a lo largo de la membrana basolateral y alcanzé la parte apical de la membrana plasmatica.

La claudina-7 presentd una expresion y distribucion similar en el grupo control (Fig. 8G) y en
el grupo BPA-H (Fig. 8l), presentadndose en la membrana basolateral hasta la parte apical de
la membrana plasmaética. En contraste, el grupo BPA-L (Fig. 8H) presentd una expresion menor
comparada con el grupo control y sdélo se localizd en la mitad inferior de la membrana

plasmatica.
En resumen, los resultados indican que en el D1 la dosis baja de BPA ejerce los efectos mas

significativos: disminucion de claudina-7 y aumento de claudina-4. Ademas, el BPA actua de

forma dosis-dependiente en la disminucién de la expresiéon de claudina-3 (Ver Tabla 2).
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Dial
Control BPA-L BPA-H

Figura 8. Inmunofluorescencia para detectar la expresion y la localizacién de las claudinas 3,4y 7

en células del epitelio uterino durante el dia 1 de gestacién, de animales control y animales tratados

perinatalmente con bisfenol A dosis baja (BPA-L) y dosis alta (BPA-H). Las flechas indican la

localizacién de la proteina en la parte apical de la membrana lateral en las CEU, y las puntas de

flecha indican la localizacion en la membrana lateral. Barra= 20 um. n= 5 animales por dia de

gestacion, por tratamiento. Claudina-3=tincion roja, Claudina 4=tincién verde, Claudina 7=tincion roja
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8.3. Expresion en el dia 3 de gestacion (D3) de las claudinas en el Gtero de ratas tratadas
con BPA.

Durante el D3 la expresion de la claudina-3 en el grupo control (Fig. 9A) aument6 de forma
significativa comparado con el grupo control del D1 (Fig. 8A) pero presenta la misma
distribucion en la membrana apical y lateral. Los grupos BPA-L (Fig. 9B) y BPA-H (Fig. 9C)
presentaron una distribucion similar pero se observé una menor expresion de la claudina-3 que

en el grupo control.

La claudina-4 no es detectada en CEU del grupo control (Fig. 9D). En contraste, el grupo BPA-
L (Fig. 9E) y el grupo BPA-H (Fig. 9F) expresaron esta proteina con una intensidad similar y
su localizacién fue en la membrana basolateral y alcanzo6 la parte apical de la membrana

plasmatica.

Asi como en el D1, la claudina-7 presentd una distribucién y expresion similar en el grupo
control (Fig. 9G) y en el grupo BPA-H (Fig. 91). La claudina-7 fue localizada en la membrana
basolateral hasta la parte apical de la membrana plasmatica. En cambio, en el grupo BPA-L
(Fig. 9H) la expresion es menor comparado con el grupo control y solo se localiz6 en la mitad

inferior de la membrana plasmaética.
Estos resultados indican que ambos tratamientos inhiben el aumento normal de claudina-3 que

ocurre en el D3. Ademas, la dosis baja de BPA disminuye la expresion de claudina-7; los dos
tratamientos aumentaron la expresion de claudina-4 (Ver tabla 2).
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Control

Figura 9. Inmunofluorescencia para detectar la expresion y la localizacién de las claudinas 3,4y 7
en células del epitelio uterino durante el dia 3 de gestacién, de animales control y animales tratados
perinatalmente con bisfenol A dosis baja (BPA-L) y dosis alta (BPA-H). Las flechas indican la
localizacién de la proteina en la parte apical de la membrana lateral en las CEU, y las puntas de
flecha indican la localizacion en la membrana lateral. Barra= 20 pm. n= 5 animales por dia de

gestacion, por tratamiento. Claudina-3=tincion roja, Claudina 4=tincién verde, Claudina 7=tincién roja
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8.4. Expresion de las claudinas en el Utero de ratas tratadas con BPA en el dia 6 de

gestacion en los sitios de implantacién (D6 Sl).

Para los dias 6 y 7 de gestacion se analizaron las claudinas en sitios de implantacion (SI) y en

sitios de no implantacion (SNI).

En el D6 SI, se encontré6 una sefial apenas detectable de claudina-3 en la membrana
basolateral de las CEU en los tres grupos estudiados (Fig. 10A-C). Un hecho interesante es
gue esta proteina también fue expresada en células estromales en el grupo BPA-L (Fig. 10B)
(Ver tabla 2).

Por primera vez en este dia se detecto la claudina-4 en el grupo control (Fig. 10D) en la
membrana basolateral y en las células estromales. En el grupo BPA-L (Fig. 10E) también se
observé la presencia de esta proteina en la membrana basolateral hasta la parte apical de la
membrana plasmatica y en las células estromales. Por ultimo, el grupo BPA-H (Fig. 10F)

presenté un marcaje muy tenue en la parte apical de la membrana de las CEU (Ver tabla 2).

La claudina-7 fue localizada en la mitad inferior de la membrana basolateral en el grupo control
(Fig. 10G). En el grupo BPA-L (Fig. 10H) la expresién de esta proteina es menor a la observada
en el grupo control y se localizé a lo largo de la membrana basolateral. En el grupo BPA-H
(Fig. 101) la claudina-7 presenté una distribucién similar a la del grupo control pero la intensidad

de la sefal fue menor (Ver tabla 2).
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Dia 6 Sl
Control BPA-L BPA-H

Figura 10. Inmunofluorescencia para detectar la expresion y la localizacion de las claudinas 3,4y 7
en células del epitelio uterino de los sitios de implantacién durante el dia 6 de gestacion, de animales
control y animales tratados perinatalmente con bisfenol A dosis baja (BPA-L) y dosis alta (BPA-H).
Las flechas indican la localizacién de la proteina en la parte apical de la membrana lateral en las
CEU, las puntas de flecha indican la localizacién en la membrana lateral, y los asteriscos la
localizacién en las células del estroma. Barra= 20 um. n= 5 animales por dia de gestacién, por

tratamiento. Claudina-3=tincion roja, Claudina 4=tincion verde, Claudina 7=tincion roja
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8.5. Expresion de las claudinas en el Utero de ratas tratadas con BPA en el dia 6 de

gestacion en los sitios de no implantacién (D6 SNI).

En el D6 SNI, se observé una expresion baja de claudina-3 (Fig. 11A-C) en los 3 grupos
analizados. En los grupos control (Fig. 11A) y BPA-H (Fig. 11C) esta proteina se localizé en la
membrana basolateral de las CEU, pero en el grupo BPA-L (Fig. 11B) se localiz6 tanto en CEU
como en células estromales (Ver tabla 2).

En el grupo control (Fig. 11D) y BPA-H (Fig. 11F) se presentd una sefial muy tenue en el
marcaje de claudina-4 en la mitad inferior de la membrana basolateral de las CEU. El grupo
BPA-L (Fig. 11E) no expreso esta proteina (Ver tabla 2).

En el SNI del D6, en el grupo control (Fig. 11G) se encontré una expresion mayor de claudina-
7 que en los Sl de este mismo grupo (Fig. 11G) y su distribucién es similar: se localizo a lo
largo de la membrana plasmatica hasta alcanzar la parte apical de la membrana lateral. Los
grupos BPA-L (Fig. 11H) y BPA-H (Fig. 111) presentaron una expresion menor de esta proteina

pero presentando la misma distribucion que el grupo control (Ver tabla 2).
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Cl-3

Cl-4

Cl-7

Dia 6 SNI
Control BPA-L BPA-H

Figura 11. Inmunofluorescencia para detectar la expresion y la localizacion de las claudinas 3,4y 7
en células del epitelio uterino en sitios de no implantacién durante el dia 6 de gestacién, de animales
control y animales tratados perinatalmente con bisfenol A dosis baja (BPA-L) y dosis alta (BPA-H).
Las flechas indican la localizacién de la proteina en la parte apical de la membrana lateral en las
CEU, las puntas de flecha indican la localizacion en la membrana lateral, y los asteriscos la
localizacién en las células del estroma. Barra= 20 um. n= 5 animales por dia de gestacion, por

tratamiento. Claudina-3=tincion roja, Claudina 4=tincion verde, Claudina 7=tincién roja
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8.6. Expresion de las claudinas en el Utero de ratas tratadas con BPA en el dia 7 de

gestacion en los sitios de implantacién (D7 Sl).

Durante el D7 en los SlI, la claudina-3 fue localizada en la membrana apical y basolateral de
las CEU en el grupo control (Fig. 12A), mientras que los grupos BPA-L (Fig. 12B) y BPA-H
(Fig. 12C) no expresan esta proteina en las CEU. También fue localizada en las células
estromales del grupo control (Fig. 12A, asterisco) y en el grupo BPA-L (Fig. 12B, asterisco),

pero con menor intensidad respecto al grupo control (Ver tabla 2).

En el grupo control, la claudina-4 se observo expresada en las células estromales (Fig. 12D)
pero no en las CEU. Se encontr6 que en el grupo BPA-L (Fig. 12E) no hay expresion de esta
proteina. Sin embargo, en el grupo BPA-H (Fig. 12F) la expresion de claudina-4 en el estroma

fue similar al grupo control (Ver tabla 2).
En los grupos control (Fig. 12G) y BPA-H (Fig. 12I), la expresion y distribucion de claudina-7

en la membrana basolateral es similar. En contraste, en el grupo BPA-L (Fig. 12H) esta

proteina se localizé principalmente en la membrana basal (Ver tabla 2).

50



Dia 7 SI
Control BPA-L BPA-H

Figura 12. Inmunofluorescencia para detectar la expresion y la localizacion de las claudinas 3,4y 7
en células del epitelio uterino en sitios de implantacion durante el dia 7 de gestacion, de animales
control y animales tratados perinatalmente con bisfenol A dosis baja (BPA-L) y dosis alta (BPA-H).
Las flechas indican la localizacion de la proteina en la parte apical de la membrana lateral en las
CEU, las puntas de flecha indican la localizacion en la membrana lateral, y los asteriscos la
localizacién en las células del estroma. Barra= 20 um. n= 5 animales por dia de gestacion, por
tratamiento. Claudina-3=tincion roja, Claudina 4=tincion verde, Claudina 7=tincién roja
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8.7. Expresion de las claudinas en el Utero de ratas tratadas con BPA en el dia 7 de

gestacion en los sitios de no implantacién (D7 SNI).

En el D7 en los SNI, la claudina-3 fue localizada en la membrana apical y lateral en las CEU
en los tres grupos (Fig. 13A-C), pero la expresion de esta proteina es menor en los grupos
BPA-L (Fig. 13B) y BPA-H (Fig. 13C) que en el grupo control (Fig. 13A) (Ver tabla 2).

En los grupos BPA-L (Fig. 13E) y BPA-H (Fig. 13F), se observo una ligera expresion de la
claudina-4 en la membrana basolateral de las CEU. En el grupo control (Fig. 13D) no se

observé la presencia de esta proteina (Ver tabla 2).
El grupo control (Fig. 13G) presenté una baja expresién de claudina-7 a lo largo de la

membrana basolateral. En los grupos BPA-L (Fig. 13H) y BPA-H (Fig. 13I) se observé mayor
expresion de esta proteina pero una distribucion similar a la del grupo control (Ver tabla 2).

52



Dia 7 SNI
BPA-L

Figura 13. Inmunofluorescencia para detectar la expresion y la localizacion de las claudinas 3,4y 7
en células del epitelio uterino en sitios de no implantacién durante el dia 7 de gestacién, de animales
control y animales tratados perinatalmente con bisfenol A dosis baja (BPA-L) y dosis alta (BPA-H).
Las flechas indican la localizacion de la proteina en la parte apical de la membrana lateral en las
CEU, las puntas de flecha indican la localizacion en la membrana lateral, y los asteriscos la
localizacién en las células del estroma. Barra= 20 um. n= 5 animales por dia de gestacion, por
tratamiento. Claudina-3=tincion roja, Claudina 4=tincion verde, Claudina 7=tincién roja
53



9. Discusion.

Durante las ultimas décadas, las tasas de infertilidad y de abortos han aumentado en todo el
mundo y actualmente afectan a entre 10-15% de las parejas en los paises desarrollados (Vite
et al., 2005; Inhorn et al., 2015). Un factor importante de la reduccién de la fertilidad es una
implantacion fallida, que se cree representa el 30-75% de las pérdidas preclinicas del

embarazo en los seres humanos (Macklon et al., 2002).

Este incremento en la infertilidad y pérdida temprana del embarazo esta relacionado, entre
otros factores, a la exposicién de disruptores enddcrinos, entre los cuales, el BPA es el mas
estudiado. En humanos, se ha reportado que el porcentaje de pacientes con concentraciones
detectables de BPA es significativamente mayor en los pacientes infértiles comparado con las
personas fértiles (Caserta et al., 2013A). Asi mismo, en estudios de fertilizacidn in vitro se ha
observado una asociacion lineal dosis-respuesta positiva entre la concentracion urinaria de
BPA y la implantacion fallida (Ehrlich et al., 2012).

En modelos animales, se ha comprobado que la exposicion al BPA produce efectos adversos
en el tracto reproductor femenino y la exposicidn a este compuesto durante la implantacion y
placentacion reduce el nimero de fetos y crias, y la tasa de supervivencia antes del destete
(Mendoza-Rodriguez et al., 2011; Tachibana et al., 2007). Sin embargo, el mecanismo de
accion por el cual el BPA ejerce estos efectos adversos es desconocido. Por lo tanto, en el
presente trabajo se estudid si las TJs del epitelio uterino constituyen un objetivo del BPA,

cuando el compuesto es administrado durante la gestacion y la lactancia.

Para investigar los mecanismos a través de los cuales el BPA interrumpe la implantacién, el
presente estudio se enfoco en la evaluacion de la expresion en los dias 1, 3, 6 y 7 de gestacion
de las proteinas claudina-3, -4 y -7 que forman parte de las TJs de las células del epitelio
uterino (CEU). Las TJs participan en la transformacion de la membrana plasmatica de las CEU
gue hace que el ttero se vuelva receptivo al blastocisto, y regulan el contenido y el volumen

del fluido luminal en el utero. Este fluido luminal tiene varias funciones importantes, entre las
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gue se encuentran la maduracion del 6vulo y del espermatozoide y proveer de nutrimentos y

de moléculas sefalizadoras para la implantacion del blastocisto (Poon et al., 2013).

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 TJs laxas formadas por hebras paralelas localizadas en la parte apical de la
membrana plasmatica (Murphy et al., 1981; Murphy et al., 1982). De acuerdo con lo anterior,
en el D1 se encontrd, en el grupo control, que la presencia de la claudina-3 fue baja en la
membrana lateral (Fig. 8A). La claudina-4, que actia como una barrera cationica (Van ltalie et
al., 2001), estuvo ausente (Fig. 8D), y la claudina-7, que esta involucrada en la unién de la
célula a la matriz extracelular fue altamente expresada en la membrana basolateral (Fig. 8G).
Un patrén de expresion similar de estas proteinas ha sido previamente reportado (Orchard et
al., 2002; Nicholson et al., 2010; Poon et al., 2013). Sin embargo, se observé una diferencia
en la distribucién de la claudina-3, la cual previamente se ha reportado concentrada en el limite
entre la membrana apical y lateral (Orchard et al., 2002), mientras que nosotros la detectamos
a lo largo de la membrana basolateral. Asi mismo, trabajos previos de nuestro laboratorio han
detectado la expresion de ZO1 en la parte apical de la membrana lateral y bajos niveles de
claudina-1 en la membrana lateral durante el D1 en el grupo control. Las hebras paralelas de
las TJ observadas por crio-fractura (Murphy et al., 1981, Murphy et al., 1982) en el D1 pudieran
estar formadas por claudina-1 y claudina-3, ya que se ha observado que estas claudinas
establecen interacciones heterotipicas entre ellas (Van ltallie et al.,, 2013) (Fig. 14A). Asi
mismo, se ha observado que la expresién exdgena de la claudina-1 en células L de fibroblastos
dan lugar a TJ con hebras lineales, sin entrecruzamientos (Ikenouchi et al., 2008).

Durante el embarazo, la red de filamentos de TJs incrementa en profundidad. Durante el D3,
la expresion de claudina-3 aumentdé y mantuvo la misma distribucién que en D1, en la
membrana apical y lateral (Fig. 9A). La claudina-4 sigue ausente en las CEU (Fig. 9D), y la

claudina-7 (Fig. 9G) se expreso igual que en el D1 (Fig. 14B).

La implantacion del blastocisto, que se da durante el D6, se define como la adhesion

irreversible del blastocisto al epitelio uterino, en donde las redes de TJs aumentan 3 veces en

55



profundidad a lo largo de la membrana lateral (Murphy et al., 1981; Murphy et al., 2000). Las
TJs también presentan mas filamentos y entrecruzamientos con filamentos vecinos (Murphy
et al., 1981; Murphy et al., 1982). En el sitio de implantacion (SI) durante el D6, la claudina-3
esta presente en la membrana lateral (Fig. 10A) y la claudina-7 en la parte inferior de la
membrana basolateral (Fig. 10G). Durante este dia, se detectd por primera vez claudina-4 en
la membrana basolateral de las CEU (Fig. 10D). En humanos, el incremento de la expresion
de RNAm de claudina-4 ha sido reportado durante la ventana de implantacion (Carson et al.,
2002; Kao et al., 2002), asi como en el dia 6 de la gestacion en ratas (Nicholson et al., 2010),
lo que indica que esta proteina tiene una funcion importante durante la implantacion. La sobre-
expresion de esta proteina en cultivos celulares incrementa la complejidad de las redes de las
TJs (Van ltallie et al., 2001), lo que sugiere que el aumento de claudina-4 observada en el
presente trabajo, en el D6 podria ser la responsable de aumentar el nimero de ramificaciones
y entrecruzamientos con filamentos vecinos de TJs que han sido observadas por crio-fractura
(Murphy et al., 1981; Murphy et al., 1982). Durante el D6 en los SI, la expresion de claudina-7
disminuyd y la localizacion cambié de la membrana basolateral observada durante los D1 y
D3, a la parte inferior de la membrana basolateral, de acuerdo con resultados previos (Poon et
al., 2013).

La claudina-4 disminuye la permeabilidad paracelular del Na* (Van ltallie et al., 2001), mientras
gue la claudina-7 actia como un canal de Na* y una barrera de CI- (Alexandre et al., 2005).
Ademas, hay que destacar que durante el periodo de implantacion, los canales transcelulares
epiteliales de Na* (ENaC) son regulados a la alta en CEU de ratas y son responsables de
disminuir el contenido de Na* en el fluido luminal (Salleh et al., 2005; Tsang et al., 2001). Por
lo tanto, la aparicion en el dia de implantacion de ENaC y claudina-4 junto con la desaparicion
de claudina-7 de las TJs, garantiza el movimiento transcelular de Na* de la membrana apical
a la membrana basal del epitelio sin fugas mediante la via paracelular (Fig. 14C). El transporte
de Na+, acompafnado de la reabsorcion de agua del fluido luminal mediante acuaporinas 5
(Lindsay et al., 2004), permite la aposicion del blastocisto con el epitelio uterino y favorece el

contacto entre sus superficies (Fig. 14C) (Enders et al., 1967; Png et al., 2000).
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Un dato interesante es que el pico de la expresion de claudina-4 presente en el S| esta ausente
en el sitio de no implantacion (SNI), sugiriendo que la expresion de claudina-4 es crucial para
el proceso de implantacion.

La disminucién de la expresion de claudina-7 en la parte inferior de la membrana lateral en el
D6 en los S, puede contribuir con la disminucién de las adhesiones de la célula a la matriz
extracelular que genera que el epitelio este poco adherido durante el dia de implantacion
(Ilingworth et al., 2000; Kaneko et al., 2008; Preston et al., 2006). Se ha reportado que la
claudina-7 forma un complejo estable con claudina-1 e integrina a2, sugiriendo que el
mecanismo por el cual la claudina-7 promueve la adhesion célula-matriz es a traves de la
estabilizacion de proteinas integrinas a2 que son responsables de la fijacién a los componentes
de la matriz extracelular (Ding et al., 2012). En contraste, en el D6 en los SNI, la claudina-7
permanece localizada a lo largo de la membrana basolateral y con una alta intensidad de

tincion, reforzando la idea que el comportamiento de las TJs es diferente entre el Sl'y el SNI.

En el D7 en los SI, en el momento de la penetracion del blastocisto a través de las CEU al
estroma (Fig. 14D), el resultado mas interesante encontrado fue la aparicion de claudinas-3 y
-4 en células estromales (Fig. 12A y 12D). Esta observacién concuerda con otros autores que
reportan la presencia ZO-1, claudina-1 y ocludina en las células del estroma del Gtero de raton
(Paria et al., 1999; Wang et al., 2004), y refuerza la idea de la formacion de una barrera en las

células estromales que puede proteger al blastocisto de anticuerpos maternos (Fig. 14D).

Los resultados obtenidos de la expresion de TJs en los animales tratados con BPA no siguen
un modelo dosis-respuesta. Este comportamiento es comun en estudios de disruptores
endacrinos, el cual esta relacionado con las interacciones entre el ligando (hormona o disruptor

enddcrino) y el receptor hormonal (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Un cambio importante observado en los animales tratados con BPA fue la presencia de
claudina-4 desde el D1 en el grupo BPA-L (Fig. 14E) y desde el D3 en el grupo BPA-H (Fig.
14F) en el epitelio uterino, mientras que en el grupo control, la claudina-4 solo se expresa a un

nivel alto en el D6 en el SI. La aparicion prematura de claudina-4 podria disminuir la
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permeabilidad paracelular del Na* en las CEU, por lo que cambia la composicion del fluido

luminal que a su vez puede obstruir el proceso de implantacion.
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Figura 14. Diagrama que ilustra la estructura de las TJs en las células del epitelio uterino y del
estroma durante el embarazo temprano. En los paneles superiores se muestran TJs de animales
control, mientras que en los paneles inferiores se muestran TJs de los animales tratados con BPA.
En cada panel se indican las proteinas presentes de las TJs. Una barra sombreada mas oscura indica
mayor nimero de entrecruzamentos con hebras vecinas. En los animales tratados con BPA las
flechas junto al nombre de la proteina indican un aumento (1), una disminucién (|) o ningin cambio
(=) en la expresion de la proteina en comparacién con el animal de control en el dia de la gestacion
respectivo. Acua, acuaporina 5; Blast. Blastocisto; Cl, claudina; ME, matriz extracelular; ENaC,
canales de Na* epiteliales; S, células estromales; TJ, proteina de uniones estrechas; CEU, células
epiteliales uterinas.

La claudina-7 también present6 cambios importantes entre el grupo control y el grupo BPA-L.
Esta claudina se localiza a lo largo de la membrana basolateral en una variedad de epitelios,
incluyendo la nefrona e intestino murinos, el epididimo y Gtero de ratas durante el ciclo estral

y la gestacion (Ding et al., 2012; Mendoza-Rodriguez et al., 2005; Poon et al., 2013). De
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acuerdo con esto, la claudina-7 se localizé en la membrana basolateral de las CEU durante el
D1 y D3 en el grupo control y en el grupo BPA-H, y en la parte inferior de la membrana
plasmatica en D6 en el SI.

En el grupo BPA-L, la expresion de la claudina-7, durante D1 y D3, disminuyé en las CEU y se
concentr6 en la mitad inferior de la membrana plasmatica. Este cambio junto con el aumento
de la expresion de la claudina-4, apoya la idea de que el tratamiento con dosis baja de BPA
favorece el establecimiento de TJs impermeables a cationes en el D1 (Fig. 14E). Asi mismo,
dado que la claudina-7 promueve la adhesion de la célula a la matriz extracelular (Ding et al.,
2012), la disminucién de la expresién de esta proteina en el grupo BPA-L, sugiere una
alteraciéon en el mantenimiento de una barrera epitelial uterina intacta durante la fase no

receptiva.

Otro cambio importante, ocurrié en el D7 en las células estromales, donde en el grupo BPA-L
se observo la aparicion de claudina-3 en el SNI y la desaparicion de claudina-4 en el Sl (Fig.
14H). Mientras tanto, en el grupo BPA-H se encontré que desaparece claudina-3 del SI (Fig.
14H). La ausencia de estas claudinas en el sitio de implantacién puede impedir la formacién
de una barrera entre las células estromales que bloquean el acceso de inmunoglobulinas

maternas al embrién.

59



10. Conclusiones.

La exposicion durante la gestacion y la lactancia al bisfenol A provoca alteraciones importantes
en las proteinas de uniones estrechas (claudina-3, -4 y -7). Estas alteraciones en la
conformacion de las TJs pueden conducir a cambios en el flujo y el transporte de iones a través
del epitelio que bloquean la receptividad del Utero ante la implantacion del blastocisto, cuando

los animales alcanzan la edad adulta y quedan gestantes.

Los efectos observados del bisfenol A no siguen un modelo dosis-respuesta ya que los
disruptores enddcrinos tienen diversos y complejos mecanismos de accion. Por lo tanto, los
resultados obtenidos indican que la alteracion de la expresion de claudinas puede ser uno de
los mecanismos de accion por el cual el Bisfenol-A interfiere en la implantacion del blastocisto

en el epitelio uterino.

El bisfenol A afecta de manera consistente la expresion de la claudina-4, la cual tiene un papel
importante en la receptividad del Utero al blastocisto, la dosis baja de BPA (0.05 mg / kg / dia)
provoco una expresion temprana durante la gestacion, mientras que la dosis alta de BPA (20
mg / Kg / dia) indujo una expresion muy baja en el dia de implantacion.

11. Perspectivas.
Finalmente, es importante seguir realizando estudios sobre éste y otros disruptores endécrinos
con el fin de dilucidar los mecanismos de accién por los cuales afectan la salud reproductiva y

la salud en general, ya que el ser humano esta en contacto constantemente y de manera

inadvertida con estos compuestos sin saber los dafios que le pueden ocasionar.
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ARTICLE INFOD ABSTRACT
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Recenmed increvised fonm 7 Febmuany 2007

we stiadied the effect of bisphenol-A [BPA) admimistration to rats, dering the perinatal period, on the
fertility of F1 generation and on the expression of tight junction (T]] proteins in the atenus during early
pregnandy. Pregnant Wistar dams [ FO) received: BPA-L (0.03 mg/kgday), BPA-H [ 20mg/kg/day] or vehi-

mmﬁnﬁtﬁ: I:D:I'.I' 2017 die, from gestational day (D) 8 to lactation day 21. FI female paps were mated at 2 montbs of age and

sacrificed at GO 1, 3. 0. and 7. Seyum hormaonal levels, ovalation rate, sumber of implantation sites and
o B expressian of T) proteins in the utenas of F1 females were evaluated. BEPA treatment induced oo change:
Eml. L in ovulation rate, but indoced alterations in progesterone (P4 ) and estradiol (E;} serum levels, and in

implantation rate. With regards to T] proteins, BPA-H increased claudin-1 diering all CDs; eliminated the
peaies of daudins -3 and —lucnandn,r:qmmwhl,arhddmmdm_T:tcnﬁsz from GO
1-0, and clasdin-3 at C0 7 in stromal cellx BPFA-L instead, efiminated ¢ in-3 peak at GD 3, incressed
daudin-4 and decreased clasdin-7 fom GO 1-8, deoneased daudin-1 iHIl!.i:l:I 7 and clandin-4 at CD
7 im stromal cells. BPA-L also decreased Z0-1 at GOs ¥ amd 3 and moressesd 2041 ab GO 6. Thas, BPA treat-
ment during perinatal period perturbed, when the animals reached adult bood and became pregoant, the
particalar expressian of T) proteins in the uterine epithetium and reduced inconsequence the namber of
implantation sites.

sanitin
G

& 2017 Elevier Inc. Al rights resened.

1. Introduction

An endocrine-disrupting compaound was defined by the LS.
Environmental Protection Agency (U5 EPA] as an exogenous agent
that interferes with synthesis, secretion, transport, metabolism,
hinding action, or elimination of natural blpod-borme hormones
that are present in the body and are responsible for homeosta-
sis, reproduction, and developmental process. Bisphenol A (EPA)
is an endocrine disruptor with estrogenic-like activitses in hor-
maone sensitive and dependent tisswes in both females and males
|1]. BPA is a monomer component of palycarbonate plastics and

* Cocrespandig authorat: Facultad de Grimic, LIRAM. Cirouito bnt evioes [, Chadad
Universitaria. Coyeacin, 0u310, Mexico, IvF. Mexico.
E-mail address: ad rimed @yahon oo [C A Mendora-Rodriguez)

bt oo org {10, 1 0°L e oo mo 200 702 7S
08 90-E2 380 20117 Elsevier Inc. Al ights reserved.

epoxy resins that leaches from dental sealants and the linings of
food cans, polycarbonate baby bottles and other beverage contain-
ers. BPA is ubiguitous in the environment and humans are routinely
exposed toit [2].

Perinatal exposure to endocrine dismuptors, in parficular those
with estrogenic activity, can have long lasting consequences, espe-
cially when ocourring during critical periods of development of
the reproductive tract [1.3]. These endocrine disruptors alter the
“organizational” effects produced by hormones. Some alterations
are measurable immediately upon exposire and persist through-
out the Lfe of the animal [4], while other are undetectable at
the time of exposure, but become apparent in subseguent adule-
hood [4]. There is evidence that afterations of the organizational
effects produced by hormones by estrogenic endocrine distup-
tors such as BPA are mediated by epigenctic alterations in DNA
[4] and constitute the subject of intense current investigation.
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BPA admimistered to dams is transported in 30min from the
muother to the fetus |5, activating estrogen receptors [6], and any
lewel of exposure may cause endocrine or reproductive abnor-
malities. Surprisingly, |ow doses may even exert more potent
effects than higher doses. This, endocrine disruphors exert noa-
traditivnal dose-response curves such as U or mverted-U shaped
urves [ 1L [t has been observed that very low doses of BPA, in
the range of himan exposures, can produce adverse effects in
the female reproductive tissue if administered during develop-
ment. These effects inchwde early onset of vaginal opening and
puberty, alterations in estrows cyclicity, plasma levels of luteiniz-
ing hormone, uterine and waginal histology, mammary gland
and owarian morphology [7-13] BPA exposure during implan-
tation and placentation also decreases the number of fefus and
pups, and the survival rate before weaning [ 14 Taken together,
these observations suggest that BFA exposure in utern alters
reproductive performance and the formation of reproductive
Organs.

In humans, some correlations between BPA and infertility have
been reported. Among women from infertility clinics, a higher
urinary BPA concentration was associated with a lower antral
follicke oount, raising concem for 3 possible accelerated follicle
loss and reproductive aging [ 151 In another study, the percent-
age of patients with detectable BPA concentrations was found
to be sigmficantly higher i the infertile patients compared with
fertile subjects [ 16] Other authors chsenved a positive linear dose-
response assodation between BPA urinary concentrations and
implantation failure in in vitro fertilization stsdies [ 7]

Swocessful implantation of the blastocyst during early preg-
nancy involves a series of hormonally driven changes in uterine
epithelial cefls {UEC) that make them receptive to attachment by
trophoblastic cells. These changes, known as the “plasma mem-
brane transformation”, include alterations in the constitution af
tight junctions [T)s}[ | BL These structures requlate the content and
volume of the luminal Aud in the wternis, as they control the move-
ment of solutes along the paracellular pathway of epithelial cells
and maintain cell polarity by separating the apécal and basolateral
domains of the plasma membrane.

More than 40 different proteins have been identifed at the
TJs, and this intricate array of molecules are organized as a group
of transmembrane proteins coupled to a set of submembranous
proteins, that act as bridges, connecting the complex to the actin
cytoskeleron. Among the integral T] proteins, junctional adhesion
muolecitles [JAMs] work as landmarks that define the site where T]
wiill be formed | 19], occludin and claudins are constiuents of the T)
filaments observed by freeze-Fracture [20] and clawdins form ionic
pores and harriers responsible for the fomic selectivity of the para-
celhular pathweay [ 19]. Among the submembranous proteins of the
TL Z0-1 has been the more thoroughly studied and is considersd a
scaffold that brings structuralby diverse, but functionally connedted,
proteins into dose proximity at the T].

Freeze-fracture studies of UEC have shown that during ges-
tational day (CD) 1, T] strands are parallel and localize at the
uppermast portion of the lateral membrane, while on GO 5 the T]
network extends further down on the lateral plasma membrane
and strands become more complex and interconnected [21,22].
Accordingly, a higher expression of 20-1, oodudin and claudins-
1, -3 and —4 are observed in the T] region of UEC at GO &, when
implantation takes place, in comparison to GO 1 [18.23]

We are interested in uncovering the mechanismes triggered by
BPA that negatively affect female fertility. For this purpose, we have
studied the effect of BPA administration at low [L) or high (H) con-
centration in rats, during the pernatal period, on hormonal serum
lewels, the implantation rate and on the expression of T] proteins in
the utenus duning early pregnancy.
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2. Materials and methods
2 1. Animpols

Animal maintenance and handling was camed out in acoor-
dance with the Guidelines of the Mexican Law of Animal Protection
and with the approval of the Institutional Committee for the Care
and Use of Laboratory Animals from Facultad de Quimica, UMAR.
Wistar rats were obtained from the animal center UNAM-Harlan.
Adult pregnant female rats {200-250 g) were used. Animaks wene
maintzined under a 12:12h light-dark cycle with commercial food
[Tekland Global Rodent Diet T20185.15, Envigo, USA) amd tap
water available ad [fhitwm. Three groups of n=5 rats each wene
done: BPA low dose (BFA-L) received 0.05 mg/lg/day, BPA high
diose (BPA-H) received 20 mg/kg/day and the control group only
received the vehicle. Experimental females wiere exposed to BPA in
their drinking water; BP'A was diluted in water—ethanol 0.1% BFA.
was given from GO & to day 21 of lactation. For BPA, the lowest-
observed-adverse-effect-fewel (LOAEL) dose for oral exposure in
rats is 30mg/kg/d. as determined by the LIS EPA The National Tox:-
cology Program {NTF) suggested a cut-off dose of 5 mg BPAkg/day
for the classification of 1ow-dose effects, regardless of the admin-
istration route, duration of exposure, o the age/life stage at which
thie exposune pocurred [ 24]. Thus, the low dose [BPA-L) used in this
study is 100 times smaller than the bow-dose cut-off su
NTF and is similar to the safe dose or acceptable dafly intake [evel
(ADN) established by the US EPA. Meanwhibe, the high dose (EPA-
H} is 4 times higher than that of the low-dose cut-off suggested by
the NTP and 2.5 fold lower than the US EPA LOAEL We used glass
water bottles to ensure that related compounds did not leach from
plastic water bottles. Comtrol females were given water containing
oy 0.1% ethanol (vehicle]. Upon defivery litters were adjusted o
10 pups per dam

Beginning on the day of weaning, F1 pups were supplied with
unadulterated drnking water, and the ratio of females to males
F1 offspring was evaluated. Cyclicity of Fl female offspiings was
determined at 3 months of zge by daily vaginal smears for 4 consec-
utive weeks. Females were mated with an expert Wistar male with
proven fertility, starting at 16:00h of proestrus day. Mating was
confirmed by the presensce of spermatozoids in a vaginal smear the
mext moming, this was designated GO 1. Groups of five Fl female
offspring were sacrificed at GO 1, 3, 6 and 7. At each GD, animals
from different litters were used to avaid potential itter effects.

Implantation sites (15) on GD & and 7 were identified by intra-
verous mjection of 035 ml of 0.5% Evans Bee dye (Sigma-Aldrich
Co., St Lowis, MO, USA) in saline, 20min before animal sact-
fice. Extravascular dye accumulated in areas of the uems with
increased capillary permeeability that correspond to regions where
blastooysts had attached. This condition made 15 visible as discrete
blue bands. [5 and non-implantation sites [ NIS} were separated for
further studies. Uterine homs were Axed wath ice-cold 4% (wlv]
paraformaldehyde in pheosphate buffer saline [PBE5) for 2 b Tissues
were dehydrated through a series of increasing ethanol concen-
trations, cleared with xylene, and embedded in paraplast {Coford
Labmware, 5t Loins, MO). Tissue sections {5 pm thick) were ot and
maounted on paly-1-fysine coated skides.

22 Asvessment of reproductive porameters

The owulation rate was studied in the F1 offspring females of
all reatment groups, sacrificed at GO 1. Left and fight oviducts
were dissected and the numberof ova peranimal was counted with
thie aid of a dissecting microscope {Leica EZ4D, Leica Microsystems
GmbH, Germany) as previoushy described [25].
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The number of 15 was studied, as previously described. inthe Fl
offspring females off all treatment groups, sarificed at GOV and 7.

23, [mmunohistochemisiny

Mounted tizsue sections were cleared of paraplast with xylene,
refipdrated and processed for immunchistochemistry |26]. Briefly,
refiydrated sections were microwaved (two cycles of 10 min each)
in (L1 M sadium citrate, pH &, and cooled to room temperature.
After iinsing in PBS, the shides were incubated in 0.5% Triton X-100,
and non specific immuneglobulin binding was blocked by inoe-
bating sections in 3% bovine serum albumin [B3A) for 30 min. The
sechions were incubated overnight in a humidified chamberat 4 -C
with rabhit antibodies against Z0-1 or claudins -1, -3, and -7, or
maouse antibody against claudin-4, at a concentration of 125 pgfml
for all antsbodies, except claudin-4 that was 2.50 pgfml {(Cat No.
61-7300, 51-9000, 34-1700, 34-9100, 32-0400, respectively, Life
Technologies, Carlshad, CaA, USA)L As negative control, bwo differ-
ent procedures were wsed. In the frst one, the primary antibody
was omitted, and in the second one, the slides were incubated
with normal rabbit 1gG or normal mouse IgG (Cat Mo, sc-2027, sc-
2025, 5anta Cruz Biotechnology, Inc, 5anta Cnur, CA) in place of the
primary antibody. After washing with FBS, the sections were inou-
bated for 2h at room temperature with TRITC-conjugated donkey
anti-rabbit IgG (Cat Moo 711-025-152, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc., PA, USA) or with Alexa- Fluor 438 goat anti-
mouse (Cat No. A11001 Invitrogene, NY, USA) at a 1:100 difution
and then washed with FES to remove unbound secondary anti-
body. Slides were mounted with the Fluoroshield with DAF (Cat
No. FB057, Sigma-Aldnich Co., 56 Louis, MO, USAL All the slides
for each protein were stained at the same time in order to ensure
that the staining procedure was the same for all samples. The flu-
OFESCENCE Was examined using a confocal microscope [Olympus
FRuoviewr FW 1000} with diode lasers and employing the Dlympus
confocal software. Optical sections of 1 pm were performed, and
the images shown represent the projection of the sections made
for each uterus. All images were taken with a 100 X objective lens
and all the images of each protein were collected with the same
laser transmissivity, in order to have comparable results. In all the
images, with the exception of Cl-4, DAF] staining was coflected
with a laser excitathon wavelength of 40%nm and an emission
wavelength of 461 nm and a transmissivity of 5% For C1-4, the
transmissivity was of 3% For 20-1, O-1, and -3, TRITC staining
was collected with a laser excitation wavelength of 359 nm and an
emission wavelength of 591 nm and a transmissivity of 37E For
-7, TRITC staining was collected at the same excitation and emis-
sion wavelengih as previously specified, but with a transmissivity
of S0 For O-4, Alexa-Aoor 433 was collected with a Laser exci-
tation wavelength of 473 nm, an emission wavelength of 519nm
and a transmissivity of 30 Two independent obsenvers Bind o
the treatment evaluated the staining intensity of each protein and
awsigned the following scores: —, no staining; +, low staining; ++,
moderate staining; ++, intense staining. Two sections weTe ana-
lyzed for each animal, n=3 animals per studied group per day. All
images are representative of five independent experiments.

24. Protein extroction and Western blot emalysis

Uterine horns were out open longitudinally and wterine lumi-
nal epithelial cefls from GD 1, 3, & {I5) and 7 {I5) pregnant rats
were isolated from each uterine hom using stenile surgical blades
and placed immediately into RIPA buffer [PES 1 X, 01X sodium
dodecyl sulfate (SD5), 0.5% sodium deoxyoofate, 1% Nonidet P-
40} and 1% protease mhibitor cocliail [Complete ULTRA tables)
[Roche, Basel, Switzerland) To confirm that the UEC were ade-
quately solated from the uters, the remaining wterine tissue was

immersed in 4% paraformaldehyde in PBS and embedded in para-
plast. Tissue sections were cut and stained with haematooylin and
cosin be ensure that the removal of UEC from the remaiming uter-
ine tissue had been adequatefy performed {data not shown) UEC
from each animal were passed through a 27-gauge needle using a
I-ml syringe and sonicated in a Vibra Cell sonicator {Sonics, Con-
nectioet, USA) by 3 pulses of 30s ON, 20s OFF at 358 amplitude.
Homogenates were centrifuged at 14000g for 20 min at 4 “C_Super-
natant was recovercd and stored at —70°C until analysis. Protein
content was determined with the Bio-Rad Bradford Protein Assay
{Bio-Rad Laboratories, Heroules, CA ). Protein extracts {30 pg)were
heated at 94°C for 5 min, separated by electrophoresis on a 13%
or % 505 PAGE and transferred to PVDF (Millipore Corporation,
Billerica, Massachusetts) using a Mini Trans-Blot transfer system
{Bin-Rad Laboratories, Hercules, CAL Membranes were blocked for
30 min at room temperature with 3% nonfat dry milk. Membranes
were then incubated overnight wath the primary antibodies that
recognized: 20-1, claudins —1, -3, -4, 7, and CAPDH: [Cat No.
B1-7300, 51-0000, 34-1700, 32-9400, 34-0100, Life Technolo-
gies, Carlshad, CA, USA; sc-25778, Santa Cruz Biobechnologees, Inc,
TX, U5A) The same membrane was incubated with the antibody
of mterest and with anti GAPDH antibody, which was wsed as
[oading control. Subsequently, membranes were incubated with
horseradizh peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse sec-
ondary antibodies [Cat Nou sc-2004, sc-2003, respectively, 3anta
Cruiz Biotechnology, Inc.) for 1 h{GAPDH) or overnight at roomtem-
perature. Signals were detected by chemiluminescence {Amersham
Binsciences, Fairfield CT) in a C-Digit blot scanner [ L1-COR, Inc, NE,
LISA) Results were expressed 25 a ratio of protein of interest GAFDH
to correct for loading for each uterine sample. Expression of each
gene in the controd group was normalized to 1. n=3 for each GI
and each treatment group.

25 Evalurtion of serum hormonal levels

Serum Py levels were measured by specific double antibody
radicimmunoassay, and serum E; was determined by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) (DRG [nstruments GmbH,
Marburg, Germany). The analyses were done in independent serum
samples from groups of fve rats for each experimental condition.
All samples were stored at — 70 “C until needed, and determined
as previously described [27 28], The sensitivity of the assays was
0714 pgimi for Ez, 8.3 ng/m for Py. The intra- and inter-assay vari-
ation coefficents were 478 and 7.8%, respectively, for E;. and £.5%
and 10 for Pa.

Radioimmunoassay data, ovulation rate, number of implanta-
tion sites and Western blots were analyzed using one-way analysis
of variance (ANOWA) followed by a Tukeyis multiple comparison
test. Prism 201 program {Graph Pad, 5an Diega, CA) was used for
caboitlating probabslity valies.

3. Results

3.1 Treotment with BPA during pregnoncy and leciabion
decreased E; amd Py leveds i the serum of mat Fl offspring

We studied the bormonal condition in Fl offspring of
dams treated dwring pregnancy and lactation with BPA-L
(05 mefkg/day) or BPA-H [20mg/kgiday]), and in a contmod group,
with wehichke only. We evaleated E; and Py serum levels, and
found that, at CD 3, E; serum levels were lower in the BPA-L
group in comparison to control animals (BPA-L: 1640+ 341 ws. C:
Ho66 £ 190 [Fig. 1AL while Py serum levels decreased at GOV 1 [T
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to controks. [A) E; serum levels were evaluated by ELEA and (B} Py by RIA
an.lrrul! from the different groups. The graphs show the mean £ 5EML n=3 ani-
per treatment rm.mlzﬂ:nlma]_ummﬁuuﬂlhcm—my:nﬂ:ph
ufmmijﬂl:lw. finllowed: by a Tukeyis multiple romparison test. "p < 0O 2
compared to the onbml group from the same CO.C, contmol; BPA-L, BPA low dose;
BPA-H, BFA high dose.

3070+ 54.52 vs. BPA-H: 78.84£ 58.05) and CD & (C:274.2 £ 9172
v BPA-L: 08236+ 3.355) in the BPA-H and BPA-L groups, respec-
tively (Fig. 18]}

32 Treotment with BFA-H during pregnancy ond loctoiion
decreased the mrmber of implmtotion sites in rot F1 offspring

Then we studied the number of implantation sites in the off-
spring of dams treated in the perinatal persod with BPA-L, BPA-H or
vehicle only, and observed that at GDV6 and 7 a significant decrease
inthe number ofimplantation sites was present in the BPA-H group
incomparison to controd animals {Fg. 7). This result suggested that
the decrease in Py level observed at GD 1 in the group treated
with BFA-H may contribute to the diminished implantation rate. In
addition, we evaluated the ovulation rate at GD 1, and found no dif-
ferences between the groups (data not shown]. W also evaluated
the ratio of femabe to make Fl offspring and found no differences
between groups [ data not shown.

11 The immunastaining of T] proteins m the wherine epithelium
chunged during early pregnancy

Mext we analyzed how the distribution of T] proteins changed
during early pregonancy in UEC of control rats {Table §, Supple-
mentary Fig. 1)1 We explored the distribution of 20-1, since this
muolecule is present in all the TJs studied and is detected since the
initial stages of Tjs assembly. In control rats we observed that at
GO 1, 20-1 localized at the uppermost portion of the Lateral mem-
brane, at the region where T] strands were expected to be formed.
Interestingly, at GO 3 and & the distribution of 20-1 changed, and
the protein was detected along the basolateral membrane. At GD
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7. 20-1 was again concentrated at the limit between the apical and
the lateral membrane, albeit in a lower amount (Supplementary
Fig. 1. A-F).

Thenwe analyzed the distribution of clawdins — 1, -3, -4and -7,
ecause these proteins are expressed at the T)s of a wide varety of
tisswes, incheding the uterus, and their level of expression changes
in response to diverse pathological and physiological conditions
including for example, the estrous cycle [0} We observed that in
UEC, these claudins exhibited a basolateral distribution instead of
being restricted to the uppermost portion of the Lateral membrane
(Supplementany Fig. 1. G-AD). We noted that the immunostaining
of all studied claudins varied with time during pregnancy in control
rats. Thus, claudins —1 and —3 showed a peak of immunostaining
at G0 3 [Supplementary Fig. 1, H and N) while clawdin-2 presented
itat GD & (Supplementary Fig. 10U} On the other studied GDs the
immumostaining of these dandins was lower. We also observed that
the immumostaining of claudin-T was lower at GO 6 and 7 (Supple-
mentary g 1 AA and AC) than at GO 1 and 3 [Supplementary Fig.
1Y andZ}.

Tak.-_n]mgemur,ﬂﬂbhsamﬁnnsiudjnmd that as early preg-
nancy advances, the distribution of 20-1 along the basolateral
membrane as weifl as the degree of immunostaining of claudins

_1,-3,—4 and -7 suffered significant changes.

34 The immunostaining of T] proteins in the utering epithelium
varied between implmtntion mnd non-implontotion sites in early
prEgTANCY

We then explored if the immienostaining of T] proteins in the
uwterws of contral animals was the same at 15 and NIS (Supple-
mentary Fig. 1, Tables 1 and 2. We observed that at GD 6, which
coaresponds to the implantation day, daudin-4 was only boecalized
at 15, while at NIS the immumostaining of 70-1 and dlawdins-1 and
—7 increased. In contrast, clawdin-3 suffered no change, At GDN 7,
the immunostaining of daudins- 1, -3 and -7 was lower at [5 than
at Nl5 Since clawdin-4is a cation barrier [ 0] and claudin-7 a cation
pore [11], these results suggested that at implantation day (GD &)
the transportof Na* through the T) diminished in UEC, and that this
change was related to implantation, since it only took place at [5.

3.5 Theimmunostaining of 1] profeins in the stromal cells of the
wiers changed upon blostocyst penetrotion

Ithas been proposed thatwhen the implanting embryo breaches
the barrier of the UEC. 3 new temporary barrier is formed of Tjs
in the differentiated stromal cells of the primary decidual zone,
in order to prevent the access of maternal immuneglobulins to
the embryo |3233] This proposal prompted us to explore the
immumnaostaining of T] proteins in stromal cells of the uterus during
early pregnancy (Supplementary Fig. 1] Incontrol rats we ohserved
that cdaudin-1 was present in stromal cells in all GO studied, and
even at WIS (Supplementary Fig. 1 H-LL Z0-1 was detected in stro-
mal cells until GD & howewer it was found i both 15 and NIS
(Supplementary Fig. 1 C-D) Instead, the striking feature was o
observe that on GD 7, when the blastooyst penetrates the uterine
epithelium and reaches the maternal stromal cells, clavdins —3.and
—4 were present in the cytoplasm of stromal cells at 15 {Supple-
mentary Fig. 10 and'W]and not at NIS (Supplementany Fig. 1 E.and
X}

16 Treatment with BPA af the perinatol period changed the bevel
of proteim expression and distribution pattern of T] proteins in the
wierus of early pregnant rats of FI gemeration

Nt we studied if the administration of BPA-L or BPA-H dur-
ing the perinatal period had an effect on the immunostaining and
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" Control BPAL BPA-H
Treatment

Fir. . BPAtrestment decyeases the number of im plantation sites. The mmber of implantation stes was prafuated in the animals sacrificed on GO8 o7 inicontrol {4, BPA-L

B) and BPA-H |C Fnu]:u.nd:mirdimlrdﬂ:.uimﬂmd:jh:adnﬂmzﬁm group per GO The
i:u:ll:|1=r.:|1|I'rJ-||rr k :-n: i F.

treatmen! are grosped her_ Statistical
P<0iX¥as compared fo e control.

localization of Z0-1 and claudins —1, —3, —4 and _7 in the UEC of
rats at GO, 3, 6 and 7 (Table 1, Figs. 3-7 )

36 G 0

ArGD 1, Z0-1 imnunostaining decreased in the BPA-L group in
comparison to controds (Fig. 3B, while in the BPA-H group, 20-
1 presented an intermediate staining intensity and a punctuate
distribation {Fig. 3C}

We also observed that the staining intensity of clasidin-1 in com-
parison 0 the contrzl group, increased with the amount of BPA
administered [Fg. 3E and F), whereas that of dlaudin-3 diminished
and almost disappeared (Fig 3G-1). Oaudin-4 was only detected
in the BPA-L group |Rg KL while exclesively in this group the
intensity of claudin-7 diminished in comparison to control animals
{Fiz. 3N, armowheads) [mmunchistochemistry results were con-
firmed by Western blot. in which the same trends were observed:
a significant decrease in daudin-3 expression in both BPA treated
groups, and in clandin-T in the BPA-L group, and a significant
increase in claudin-£ in BPA-L, as compared to the controd group
(Fig. 44, E].

In summary these results indicated that at GD 1 the low dose
of BPA exerted the most significant effects: a decrease of 20-1 and
claudin-7 and an inaease in dawdin-4. BPA in a dose dependent
manner increased claudin-1 protein expression and decreased that
of cladin-3 (Tabde 1.

162 D3
During GD 3, in the BPA-L group, Z0-1 was almest undetectable
(Fiz. 5B), whibe the signal became more evident in the BPA-H group,

D shows the mean 56 of each treatment;

of variance [ AN by a Tuleryis mmaltiple compasison test™

where it was mainly locafized in the uppermost portion of the
plasma membrame {Fig. 5C).

[n the BPA-L group (Fig. SE), the staining intensity of clawdin-1
was reduced in comparison to control and BPA-H groups (Fig. SFL
Treatment with BPA at both low and high dose ‘owered the stain-
ing intensity of clandin-3 in a striking manner (Fig 5H, and I}
[n contrast, both BPA treatments increased the immunostaining
of claudin-4, which was not detected at GO 3 in control animals
{Fig. 5]-L). This significant increase of claudin-4 n the BPA-L group
was confirmed by Western blot [Fig. 4B, F). In the BPA-L group,
the staiming intensity of clawdin-7 was lower than in control and
BPA-H groups, resembling what was previously observed at GO
I (Fiz. 5M-0). Taken together, these results indicated that treat-
ment with BPA at both low and high doses inhibited the increase in
claudin-3 that normally eocurs at GO 3. Inaddition, BPA-L decreased
the immunostaining of claudins -1 and -7 and increased that
of daudin-4, wherras BPA-H increased the immunostaining of
clawdin-4 [Table ).

363 GDNE

Z0-1 at 5 in the BPA-L group presented a more intense Lat-
cral staining pattern (Fig. 6B) than in the conteol tissue, while in
the BFA-H group, £0-1 concentrated at the uppermost region of
the lateral membrane (Fig. 6C) At N5, 20-1 staining concentrated
at the uppermost region of the Lateral membeoane in the control
group [ Supplementary Fig. 24). and the same staining pattern was
observed in BPA treated groups, albeit with a lewer inpensity (Sup-
plementary Rg. 28, and C).
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At the IS on CD G, treatment with BP'A increased in a dose depen-
dent manmer the of dawdin-1 In the lateral membrane and
the eytoplasmi {Fig. 6D-F). This result correlatedd with a significant
increase in the amount of claudin-1 detecied by Western blot in
the BPA-H group in comparison to the conirel group (Fig 9C GLAE
the IS, claudin-1 staiming at the lateral membrane and cytoplasm
increased in the EF.!.—Lm mmplrlm to control and BFA-H
groups [Suppiementary Fig. 2 D-FL

During GO &, clawdin-3 staining at 15{Fig. £6-1) and NIS [ Supple-

mentary Fig. 2 G-T) in UEC were barely detectable in the 3 studied
froups

Dhering this GI, in the 1S, claudin-4 was detecred im the comtmol
proup for the first time, where it could be detecied in the baso-

mm%ﬂmﬂ*iﬂﬁﬂlmdﬂ
expressad this protein in the baso-lateral membrane reaching the

apex, in the 5 (Fig. 6K). , this also presented
immunostaimng of clasdin-d i of stromal cells
{Flg. BK asterisk) The BPFA-H group only a very [aint

immunostaining of this protein in the apex of ihe UEC cells dur-

img this GO (Fig. 6L). Thas significant decreass was confirmed by

Western-biot [Fig. 4C, G). [n contrast, at the NIS, the controd and

the BPA-H group presented a very faing staining of claudin-4 at the

Jewer half of the Lateral plasma membrane, while the EPA-L group
did not this protein (Supplementary Fig. 2 1L

At the 5, during GD &, claudin-T immumastaining was very low

in the three studied groaps (Fig. & M-0], snd could not be detected

Westemn blot In contrast, & the NI, the immunestaining of

-7 wras high in the control greap and diminished in the BFA

Fig- 2M-0)
In summary, at CD 6, treatinent with BPA increased clandin-
1 protein expression in a dose dependent manner at 15, and BPA
a1 a high dose reduced clatsdin-4 protein expression at 15, while
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the low dose reduced the prowein expression of this clandin at KIS
(Tables 1 and 2)

364 GDT

AL GD 7, treatment with the low dose of BPA Increased 20-1

signal in both 15 Fig. 7A-C} and N15 (Supplementary Fig. 3 l;-C'p.

Also, treatment with BPA changed the immunostaining of
claudin-1. Thizs at [5 a low dose of BPA provolked a diffise cytoplas-
mm1mmammmmmm
‘“g' TD-FL The Latter was ako detected by Wiestern blot
wiseress at NIS, BFA-L and BPA-H increased clnsdin- 1

Mﬁ]ﬂﬂﬁmﬂhmm
3 at both 5 (Fig. 7G-L and Fig. 40, H), and NIS
[Supphrineatasy

Hﬂﬂ,uﬂ‘mﬂ BPA exerted different effecis an

claudin-4 depending on the site studied. Thars. at 15, BPA decreased
clawdin-4 signal in stromal cells in the BPA-H group
mdmudlllnlh!ﬂ.—lmtﬁs.ﬂ—uhﬂntms.lm
increased the xignal in a dose dependent fashion (Supplementary
Fig. 3 J-L) Treatment with a low dose of BPA increased claudin-T
mﬂﬂu; at 15 (Fig. TM-0), while at N[5, bath low and high doses
mm:md claudin-7 immunostaining (Supplementary Fg

In summiary, at GO 7, BPA-H increased claudin-1 protein expres-
sion at IS, and bath rreatments decreased clauding -3 and -4
protein expoession. At NS, BPA-L and BPA-H augmented dauding
_1, -4 and -7 immunestaining and decreased claadin-1 staning
{Tabies 1 and 7).

Taken  our results indicated that a perinatal trestmend
with BPA a2 low and high doses zltered the expresiaon of T] pro-
i b UEC of preguani rais in varouws ways. Although i the
E‘Hmm‘ﬁnﬂnmmﬂww
important variations in T] proteins were ohserved, Blor the presence
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Fir 4 T] protein experession in UEC in oontrol and BPA treated amimals at C 1AL EL 3 (B, FL 6 IS [C, G and 7 15 (D, H] a5 determined by Weestern biot. A representative

Wesiem hiot i shown of 3 independent experiments, with is
demEtometric analysis. The expresson of each protein of the cont

ing CAFDH, employed 2 lnading control br each Line. (E-H) All Westem bots were evalagted by
gromp was nommalized to 1. Dala represent the mean £ SEM of 3 animals for each group. for each day.

Statistical analysis was done with one-way anatysiol variance (A%N0vA) llowed by 2 Tokeyls mubtiple comparisos test. ® p<0.03 ascompared (o the mntrol.

of claudin-4 since GD 1. However, since the number of implanta-
tion sites decreased in rats that had received a perinatal EFA-H
treatment, we anabyzed m further detail the changes in T] protein
expression that happeoed with this treatment. We observed that
BPA-H increased protein expression of daudin-1 in UEC at GD &
and 7, whereas in control animals clandin-1 was maintzined stable
throughoirt early pregnancy. In additson, we found that the abrupt
peaks of claudin-3 and —4 protein expression that were respec-
tvely observed in control animals at GO 3 and & were abolished by
treatment with BPA-H. These observations hence suggest that BPA-
H treatment in the perinatal period may oertits debeterious effect
on fertility by changing the level of protein expression of claidins
-1, -3 and —4 in the uterus of rats of F1 generation.
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4. Discussion

In this work we bhave explored the impact of high and lowr
doses of BPA given denng pregnancy and lactation in the F1 off-
spring of dams. During the past several decades, infertility rates
and early pregnancy lass have inoeased worldwide and curmently
affect 10-15% of couples in developed countries [34,35] An impeor-
tant determinant of reduced fertility is a failed implantation, which
15 thought to account for 30-75% of preclinical pregnancy losses
in humans [36]. This increase in infertifity has comelated, among
other factors, to exposure to endocrine disruptors, among which,
BPA mone of the best sudied. In humans, the percentage of patients
with detectable BPA moncentrations is significanthy higher in the
infertile patients compared with fertibe subjects | 16], and a positive
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Fi. 5. T) protein immunolocalization in UBC in contred and BPA treated animals during G0 3. 2001 {A-C}, daodin-1 { 0-F) oladfin.3 {C-1], dandin-4 (}-1) and da
{M-O} were immunalocalized in LEC during GO 3 Treabment group s specified a2 the top of pach column: Conirul ...'mln:-lanlm..ls BPA-L BPA-low dose; BPA-H, BPA- bigh
dose. Arrowes indicabe the locaization of the protein in the sppermost part of [steral membrane in UEC, anrowheads inthe laera) membrane, and the asterisk in the stromal
cells: Bar=20 pm. n=15 animals per GO, per treatment. in panel |, AP seclear staining [s also shown. B inset, DAP) mmclear staining.
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DAY T IS
Cantral BFA-L BFA-H

Treatment group is specified at the bop of each cobeme: Control, conkroel
n the eppermast part of lateral membran L, arrowheads im the
et in panels A-C and j-L DAP! meclear staining isalso shown £ H

[J-LL and cluidin-7 {&-0) wene immunolocalired in UEC of the lantation e desrin
animaks; BPA-L BPA-lrwr dose; BPA-H, BPA-high dose_ Armows indicate the localization of the po
Lateral memibrane, and the asterisk in the stmmal cells. Bar= 20 pm n=3 animak per GO per b
and I insets, OAF nuclear staining
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Table2
Exgeession and Incalization of 1) proteies in the non-implantation sites durieg QA and 7.
Control HPAL EPAH
Day @ NS
ID-1 +++ mppermast-lateral # uppermanst-lateral &+ uppenmoat-lateral
Clasdin-1 ++ loweer hall +++ Iowwer hall + lateral
Clandn-3 + [aderal &+ latecal &+ Lateral
Claodm-4 +lower half - & horwrer half
Clasfiin.7 +++Basnlateral #+ hasnlateral +hasolateral
Oay 7 NS
ID-1 + mmeat-Latenal +++ mppenmoat-Ltenl - rmost-lateral
Clnadin 1 - 44 Lateral F
Clandin3 s lateral 4+ latecal{ &+ Lateral
+ stroma I
Claesfin-4 — 4 [ower half ++ lowper half
Claufm.7 +4 hasnbateral +++ hamlateral ++ hamlatrnl

Bamolateral, hasnlateral postion ol the membrane;

Cytoplamm, cytoplasmic staining of UEC cells; Lateral, Lateral pertion ef the membrane ; lower half; [ower halfof the Literal

membrane; Foclear, nuciear staimiog of UEC cells; Uppermost, uppermass portion of the Lateral memboane; stroma oyioplasmic, qyoplanmic stining of siromal cells.

-, 0 staiming, &, [mw staining, ++ moderate staining, +4++ inbenae staining.

linear dose-response association has been found between BPA uri-
nary concentrations and implantation failure in in vitro fectilization
studies [17].

In animal modets, BPA expasure produces adverse effects in the
female reproductive fissue and exposure to this compound during
implantation and placentation peripds decreased the number of
fetus and pups, and the survival rate before weaning [7- 14]. Nev-
ertheless, the molecular mechanism employed by BPA to exert its
adverse effects, remain largely unknown. To address this issue, here
we have studied if T] proteins of UEC constitute a target of BPA when
the dnig is administered during the pennatal period. We corre-
lated these results with the number of implantation sites and the
hormonal status of the animals.

Weobserved that although the ovulation rates were not affected
by BPA treatment, the implantation rates decreased in the BPA-H
group. To our knowdedge, this is the first study to document the
decrease in implantation sites in F1 generation exposed to BPA in
utero and throwugh their mothers” milk, since previous studies had
only reported a reduced number of implantation sites, when BEPA
wis directly administered to rodents { FD dams]) | 37-42]

To imvestigate the mechanism throtgh which BPA disnipts
implantation, we studied the efect of perinatal BPA administration
on the expression of T] proteins in UEC during early pregnancy. Ts
are involved in the transformation of the plasma membrane that
makes UEC receptive to attachment by trophoblastic cells, and reg-
ulate the content amd volume of the luminal Tusd i the wenus, The
latter has several roles, inchiding maturation of the ovom and sper-
matozoa and provision of nutrients and signaling molecules for the
implanting blastooyst [43].

The edema observed in the endometrium in rats during GD 1
[21,22.44], demands the movement of fluid from the stroma into
the wterine himen, through the paraceliular pathway, which is
guaranteed by the presence of lealky Ts formed by parallel strands
that are localized at the uppermost portion of the plasma mem-
brane [21,22]. Accordingly, during this GD, we found that 70-1 was
concentrated at the uppermaost portion of the lateral membrane in
the controd group, and claudins —1 and -3 were present at a low
lewel in the Lateral membrane (R 4] Claudin-4 that functions as
a cationic barrier [30] was absent, and claudin-7 that is immohed in
cell to extraceilular matrix attachment [45] was highly expressed
in the basolateral membrame (Fig- 8A1 A similar expression pat-
tern of T] peoteins in the wterus had been previously reported
[1E,23,43), although a diference 5 observed, since we detected
claudins —1 and -3 distributed along the basolateral membrane,
wihile these proteins were previously desaribed concentrated at the
limit between the apical and lateral membranes | 18,23] The paral-
Ied strands of Tfs observed by freeze-fracture at GO 1 |21,22] could
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be formed of claudin-1, since the exogenous expression of this
claudin in Leell Abroblasts gives rise to linear, non-branching arrays
of sirands [46] Finding that claudins -1 and -3 are present at
this stage is in agreement with the observation that these cdaudins
establish heterotypical interactions between themsehves [47].

As pregnancy progressed, the network of T strands increased
in depth. Accordingly. we observed duning GD 3, that Z0-1 is now
localized not only on the uppermost part of the plasma membrane
of UECin the controd group, but all along the basolateral membrane.
In addition the amount of claudins —1 and —3 increased [Fig. 8B).

By the time of implantation of the blastocyst at GO &, which is
defined as the irmeversible adhesion of the blastocyst to the lumi-
nal epithelium, the T] network increases 3-fold in depth along the
lateral plasma membrane [21.22,48] The T]s also exhibits mone
branches and mterconnections with neighboring strands [21.22].
Accordingly, we observed in the control group that Z0-1 local-
ized in the upper third of the lateral plasma membrane at 15 in
GO &, claudin-1 in the lower half, clawdin-3 in the lateral mem-
brane and clawdin-7 in the lower half During this GO, clawdin-4
was detected for the first time at the hasolateral mem brane of UEC
(Fig. 2C). In humans, an increase in claudin-<4 mBENA expression
has been reported during the implantation window [40-51], and
an increase in claudin-4 protein has been observed at GDG in rats
23], suggesting a functional role of this protein during implanta-
tion. Since clawdin-4 overexpression in oultured cells increases the
complexity of the network of T strands [30], our results suggest
that at GO'6, clasidin-4 augments the number of branches and inter-
connections with neighboring strands that have been observed by
freeze-fracture [ 21.22]. In addition, we obsenced that at GD 6, in the
15, claudin-7 expression diminished and the bocalization changed
from the basolatesal distribution ohserved at GDs 1 and 3, to being
displayed at the lower half of the basolateral membrane, in agree-
ment with previous results [43). Qaudin-4 decreases paracellular
Na* permeahality [30], while daudin-7 works as a paracelhular Ma*
channel amnd a O barmier [31] Moreover, it is important o high-
leght that at the time of implantation, the transcellular epithefial
Na® channels (ENaC) are upregulated in rat UEC and are respon-
sible for lowering the content of Ma® in the luminal Auid [52.53].
Therefore, the appearance atimplantation day of ENaC and claudin-
4 together with the disap pearance of claudin-7 from the T] region,
guarantees the transcellular movement of Na® from the apical to
the basal surface of the epithelium without a back leak through
the paraceflular pathway. This vectonial transport of Na®, accom-
panied by the reabsorption of water from the leminal fluid through
aguaporin 5 molecubes [54.553], allows the blastocyst to come inko
close apposition with the luminal epithelium, and favors the con-
tacts between these surfaces (Fig. 8C) [53 5657 . Interestingly, the
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Day 615

Day 715

Fip. £ Schematic diagram dlmtrating the stnocture of Tps in the rat UEC and stromal cells dering early pregnancy. In the upper paneds T of maotrol animals are shown,
while in Lhe lower T)s o B treated animals are shown, In cachs paned the e present in the T are indicated besides it. A darker shading of the T]s indicate
more beamches and inbecconnections with neighboring strands, while a lighter s imdicate paraliel The sire of the armows of paracelislar transport indicage the
metvement of fuids and ions from the sbroma imto the oterine lumen. in the APA treatedd animals arrows beside the name of the protein indicates an inorease 1), derrease

{4} orm {=] in protein expression 25 csmpared to the control animal in the
EMarC, epitheli

peak of claudin-4 expression present at 15 is absent at NIS, suggest-
ing that the expression of claudin-4 is crucial for the implantation
process.

The decreased expression of claudin-7, in the lower half of the
lateral plasma membrane at GO & might contribote o dimin-
ich the cell to extracellular matrix adhesions that generate the
loosely adhered epithelial monofayer that has been observed dur-
ing implantation day [38-62|. It has been reported that daudin-7
forms a stable protein complex with claudin-1 and integrin @2,
suggestang that the mechanism by which daudin-7 promotes
cell-matrix adhesion is wia stabilizing integrin a2 proteins which
themselves are responsible for attachment to extracellular matrix
compoments [45]. Io contrast, in NIS, claudin-7 remained bocalized
all along the basolateral membrane and with a high staining inten-
sity, reimforcing the idea that the behavior of T] proteins is different
between 15 and NI5.

At GO T, at the time of blastocyst penetration through UEC into
the stromma, the most interesting result is the appearance of claudins
—3 and — 4 in stromal cells (g ED). This observation is in fine with
others showing the presence of Z0-1, daudin-1 and occhidin in
the strmal cells of mouse utenes [32.33] and reinforces the idea
of the formation of a barrier in stromal cells that might protect the
hastooysts from maternal immuneglobulins.

Nowr with regards to BPA treatments, it was observed that the
results of T) protein expression and E; and P, serum levels did not
follow & dose-response pattern. This type of behavior is commionin
endocrime disruptor studses, in which the disruptor does not exert
traditional dose-respanse curves | 1] The mechanisms responsible
for this behavior are related to the interactions between the ligand
{hormone or endocrine disnuptor) and a hormone receptor [1].

nqt:nm'l:' GO Aqua, in 3; Blast, blastocyat; € clamding EM, extracellular enatyix;
Na# chamnels; 5, strosmal oells; T, Bght jenction; UEC, eterine epithelfak oell. i e

The most important change observed in the BPA treated ani-
mals was the presence of daodin-4 since GO 1 in the BPA-L group,
and since GD 3 in the BPA-H group {Fig. BE and F}, whereas in the
control group, claudin-4 is only expressed at a high level at GD
B The premature appearance of claudin-4 may decrease in UEC
the paraceliular permeability of Na® and change in consequence
the composition of the Iuminal fuid that in tum may ohstrect the
implantation process.

The increase of dawdin-2 in BPA treated groups appears not to
be due to hormonal changes since ne changes were detected in P,
and E; serum levels in the BPA-L group at GO 1 and only observed
a decrease in E; serum level in the BPA-L group at GO 3. Howewver,
it is the increase and not the decrease of E; that has been shown by
others to indwce clawdin-4 expressionin UEC [23]

BPA alsoinduced a change in the localization of 20-1 during GD
3 Thus, in control UEC, Z0-1 protein expression was high along the
basofateral membrane, while in BPA treated groups, 20-1 protein
expression was diminished and restricted to the uppermost part
of the lateral membrane (Fiz, 2F). Since Z0-1 works as a platform
fior the polymerization of clawdins [63), these results suggest that
treatment with BPA may impede the increase in depth that Tfs has
arGD 3 [21.22].

Claudin-7 is another protein that presented important changes
betwesn the BFA-L group and control rats. Claudin-7 kocalization
along the basolateral membrane s present in a vaniety of epithe-
lia, incheding the murine intestine and rephoon, rat epididymisand
rat uterus during the estrows cycle and pregnancy [29.43 45 B4 B5].
Accordingly, this protein was localized in the basofateral mem-
brane of UEC during GO 1 and 3 in controd and BPA-H groups, and
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in the lower half of the lateral plasma membrane at IS, in GD B
ahle 1

< In Ih!LEPH.-Lmu]J.duriugf.DlanﬂlrJ:eums;inn of claudin-
7 decreased in UEC, and the protein concentrated in the lower
half of the latesal plasma membrane. This change comrelated with
an increase in claudin-4 protein expression, supporting the idea
that BPA-L treatment favors the establishment of a cation imper-
meable T) at GD 1 (Fig 8EL In addition, since claudin-T promuotes
cell-extraceliular matrix adhesion [45], the decreased expression
of this protein may suggest, an alteration in the maintenance of an
intact uterine epithefial barrier during the non-receptive phase.

The decreased protein expression of daudin-7 present in EPA-L
group during GO 3 could be related to the concomitant decrease in
the level of E, in serum. However, we do oot think that this is the
case, since variations in the expression of dadgdin-7 induced by EPA
at other time points, did not cormelate with hormonal changes. in
addition, we had previowshy ohserved that claudin-7 is expressed in
UEC at diestrus, a stage of the estrous cycle where E; and P, levels
are low [249].

Now, with regards to stromal cells, at GO 7, treatment with
BPA-L induced the appearance of claudin-3 at KIS and the dis-
appearance of clawdin-4 from 5 [Fg. EH). Meanwhile, EPA-H
treatment induced the disappearance of claudin-3 from 15{ Fg. 8HL
Theabsence of these daudins at the I3 mayimpede the formation of
the barrier among stromal cells that blocks the access of maternal

immunogiobalins to the embryo.
5. Conclusion

In conclusion, the profound alterations in T] proteins of EC, dus
£ perinatal exposure 0f BPA, leads o changesin fluid and ion trans-
part across the epithelium that block the receptivity of the uterus
to blastocyst implantation, when the animals reach adulthood and
become pregnant.
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