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1. Resumen  

Debido a la creciente exposición del ser humano a diversos disruptores endócrinos 

como el bisfenol-A (BPA), se han realizado múltiples estudios con el fin de conocer los 

efectos adversos de estos compuestos sobre el organismo y la salud reproductiva, así 

como los mecanismos moleculares a través de los cuales actúan. En el presente 

proyecto, se administró BPA (0.05 mg/kg de peso corporal/día) a ratas de la cepa 

Wistar preñadas (F0), durante la gestación y lactancia, y se evaluaron algunos 

parámetros reproductivos (regularidad del ciclo estral y número de sitios de 

implantación) de sus crías (F1) con el fin de conocer si el tratamiento perinatal con 

BPA tuvo un impacto sobre la fertilidad de los animales en la etapa adulta. 

Se observó en el grupo tratado con BPA, al día del destete, un aumento en la 

distancia anogenital de las crías F1 (parámetro indicativo del desarrollo sexual) así 

como un mayor porcentaje de hembras con ciclo estral irregular al alcanzar la 

madurez sexual.  

Al aparear a los animales F1, se formaron cuatro grupos experimentales: hembra 

control-macho control (♀C-♂C), hembra tratada-macho control (♀B-♂C), hembra 

control-macho tratado (♀C-♂B) y hembra tratada-macho tratado (♀B-♂B). Se observó 

una disminución en el número de sitios de implantación en los tres grupos tratados 

con respecto al control, siendo esta diferencia más notable en el grupo ♀C-♂B y aún 

mayor en el grupo ♀B-♂B. Al estudiar estos sitios de implantación, se observaron 

alteraciones en los niveles y la localización de dos proteínas de adhesiones focales 

(talina y paxilina), una de uniones adherentes (E-cadherina) y una de uniones 

estrechas (ocludina) en el epitelio luminal uterino. Además, se observó una 

disminución en los niveles de E-cadherina en los blastocistos generados por machos 

tratados, siendo esta mayor en el grupo ♀B-♂B. 

Los resultados sugieren que la exposición perinatal a BPA afecta el desarrollo y la 

homeostasis de los sistemas endócrino y reproductivo, generando alteraciones 

fisiológicas al llegar la madurez sexual. Estas alteraciones resultaron en una fertilidad 

reducida de ambos padres, por lo que además fue posible observar un efecto aditivo. 
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2. Introducción  

El bisfenol-A es un compuesto orgánico actualmente utilizado en la producción de 

materiales que a su vez son usados en la elaboración de curaciones dentales, 

biberones y empaques alimentarios en general.  

La importancia de este compuesto en la vida cotidiana reside en dos factores. El 

primero se basa en los trabajos de Vom Saal et al. (1998) y Yamamoto et al. 

(1999) que demuestran que el BPA tiene la capacidad de migrar desde el polímero 

hacia el alimento, lo que implica una exposición del ser humano por vía oral al 

compuesto a través de estos empaques y curaciones. 

El segundo factor que sustenta la importancia del estudio de los efectos del BPA 

se relaciona con su actividad como disruptor endócrino en el cuerpo humano. De 

acuerdo con la EPA (Environmental Protection Agency), los disruptores endócrinos 

son agentes exógenos al organismo que tienen la capacidad de interferir con la 

síntesis, secreción, transporte, metabolismo, acción vinculante o eliminación de 

hormonas naturales acarreadas por la sangre responsables de procesos de 

homeostasis, reproducción y desarrollo. 

De igual manera, hay estudios que mencionan que el BPA se transmite a través 

de la leche materna (Tsutsumi, 2005; Ye et al., 2006), la placenta (Schonfelder et 

al., 2002a) y el cordón umbilical (Todaka & Mori, 2002), por lo que los fetos y 

neonatos están expuestos a este compuesto sin necesidad de consumirlo 

directamente. Otras investigaciones demuestran que es justamente en etapas 

tempranas del desarrollo en las que los humanos son más sensibles a los efectos 

del BPA, teniendo consecuencias irreversibles a largo plazo (Richter et al. 2007a). 

En cuanto a la función reproductiva, se ha observado una relación entre el BPA y 

la infertilidad en mujeres, así como la falla de implantación (Caserta et al., 2013; 

Ehrlich et al., 2012). En hombres se ha asociado con una disminución en 

parámetros de calidad de semen como una menor concentración, motilidad, 

velocidad y vitalidad de espermatozoides (Meeker et al., 2010; Li et al., 2011; 

Lassen et al., 2014). Estudios en roedores han sido congruentes con esta 
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información y además han demostrado efectos transgeneracionales por la 

exposición al compuesto, así como alteraciones en la expresión de proteínas de 

adhesión y de uniones estrechas (Cabaton et al., 2011; Berger et al., 2008; 

Tachibana et al., 2007; Salian et al., 2009; Pan et al., 2015; Varayoud et al., 2011; 

Borman et al., 2015; Martínez-Peña et al., 2017). 

Debido a que con los años y la creciente producción de alimentos empacados se 

ha incrementado la exposición del ser humano al BPA, es de suma relevancia 

investigar con más detalle los efectos que tiene este compuesto sobre el 

organismo y los mecanismos moleculares a través de los cuales actúa. 

En el presente proyecto se estudiaron los efectos del BPA sobre la funcionalidad 

reproductiva de las crías de ratas Wistar al haber administrado el compuesto a la 

madre durante la gestación y la lactancia. Se evaluaron diversos parámetros 

reproductivos, así como el efecto sobre tres proteínas de adhesión y una de 

uniones estrechas en el epitelio luminal uterino y una de adhesión en el blastocisto 

de cuatro grupos experimentales: hembra control-macho control (♀C-♂C), hembra 

tratada-macho control (♀B-♂C), hembra control-macho tratado (♀C-♂B) y hembra 

tratada-macho tratado (♀B-♂B), con el fin de observar el efecto sobre la gestación 

de un solo padre tratado y ambos padres tratados.  
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3. Antecedentes 

3.1 Generalidades del BPA 

El 2,2’-bis(4-hidroxifenil) propano, comúnmente nombrado bisfenol-A (Figura 1) 

debido a su obtención a partir de dos moléculas de fenol y una de acetona, es 

actualmente utilizado en la producción de epóxidos, poliestireno y resinas de 

policarbonato que, a su vez, son empleados en la elaboración de curaciones 

dentales, biberones, recubrimientos internos de latas para alimentos, botellas para 

bebidas y empaques alimentarios en general.  

A pesar de no estar presente en la naturaleza, es posible encontrar BPA en 

diversas fuentes a las que gran parte de la población está expuesta, ya que el 

estilo de vida actual demanda que los alimentos y las bebidas se encuentren en 

presentaciones prácticas y fáciles de consumir que por lo general son empacadas 

o enlatadas y por tanto están en contacto directo con este disruptor endócrino. 

OHOH

CH
3CH

3

 

Figura 1. Bisfenol A (BPA). 

 

Como ya se ha mencionado, el BPA tiene la capacidad de migrar de los polímeros 

hacia el alimento contenido en el empaque y esta capacidad de migración 

aumenta con la exposición a altas temperaturas y con el uso constante del 

producto (Takao et al., 2002; Yamamoto et al. 1999; Yoshida et al., 2001). Se ha 

comprobado la migración de BPA desde el polímero hasta el alimento con 

métodos como HPLC, detección UV, cromatografía de gases – espectrometría de 

masas (CG-SM), así como cromatografía de líquidos – espectrometría de masas 

(CL-SM). Con dichas técnicas se observó que al evaluar la migración de BPA en 

agua, vinagre y aceite de oliva por 10 días a 40ºC, esta fue mayor en aceite de 

oliva, debido a su naturaleza apolar. Sin embargo, en todos los casos los valores 
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han sido menores a los establecidos como migración límite de BPA en la Unión 

Europea (López-Cervantes et al., 2003). 

3.2 Exposición del ser humano al BPA 

La ingesta diaria admisible (IDA) corresponde a la cantidad de un compuesto 

químico a la que una persona puede estar expuesta diariamente por un periodo de 

tiempo extendido (por lo general toda la vida) sin sufrir efectos adversos. También 

es llamada por las Agencias Regulatorias Estadounidenses como Dosis de 

Referencia. Actualmente, la Agencia de Protección al Medio Ambiente (EPA) y la 

Agencia de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados Unidos, tienen registrada 

una IDA para el BPA de 0.05 mg/kg de pc al día. El conocimiento y las 

regulaciones actuales mencionan que no debería observarse un efecto adverso 

con esta dosis, sin embargo se ha llegado a cuestionar este dato y la manera de 

calcularlo, principalmente bajo el argumento de que los disruptores endócrinos no 

siempre tienen un efecto dosis-respuesta que es el principio bajo el cual se calcula 

el nivel sin efecto adverso observado (NOAEL) y a su vez la IDA de un compuesto 

(Miyawaki et al., 2007; Vandenberg et al., 2012; Vandenberg, 2014). Además, se 

han observado efectos a dosis equivalentes y más bajas (Kyong et al., 2012; 

Cabaton et al., 2011; Salian et al., 2009b). 

Se producen anualmente alrededor de 6 millones de toneladas de BPA y, debido a 

un aumento en el uso de productos elaborados con resinas epóxicas y de 

policarbonato, se ha incrementado la exposición humana al BPA. De hecho, es el 

principal compuesto estrogénico que se fuga a las fuentes de agua y alimento 

(Vom Saal et al., 2007).  

Estudios en Holanda, Alemania, China, Japón y Noruega han encontrado una 

extendida exposición de la población al BPA en cada uno de estos países (Becker 

et al., 2009; He et al., 2009; Yamano et al., 2008; Ye et al., 2008 y 2009). En 

México, se realizó un estudio con 60 mujeres; en 80.0% (N = 48) de ellas se 

detectó BPA en orina en un intervalo de concentración de 0.4 ng/mL a 6.7 ng/mL 

(Cantonwine et al., 2010). Otro estudio analizó muestras de agua superficial y 
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subterránea de la Ciudad de México, encontrando niveles de BPA similares pero 

ligeramente inferiores que los reportados en algunos países desarrollados (Félix-

Cañedo et al. 2013). De igual manera, existe un estudio en el que se determinó la 

concentración total de BPA en muestras de orina de 108 niños mexicanos de entre 

8 y 13 años y de las madres de 99 de esos niños durante su tercer trimestre de 

embarazo. Se detectó BPA en casi el 40% de las muestras de las madres y casi el 

50% de los niños y niñas (Lewis et al. 2013). 

El Centro para el Control de Enfermedades de los Estados Unidos estimó que casi 

todos los estadounidenses (93%) tienen niveles detectables (>0.1 ng/mL) de BPA 

en el organismo y que los niños tienen niveles más altos que los adultos, lo que 

indica que la exposición ambiental es amplia (Calafat et al., 2005 y 2008). Además 

de la exposición humana al BPA debido al ambiente (acuático, aire y suelo), 

actualmente se sabe que la principal vía de contacto son los alimentos (López-

Cervantes et al., 2003). Muchos estudios sugieren que los altos niveles de BPA en 

orina podrían estar correlacionados con el consumo de alimentos enlatados (Inoue 

et al., 2003; Matsumoto et al., 2003; Yang et al., 2003; Rudel et al., 2011). Un 

estudio de Geens et al. (2010) evaluó muestras de elote, zanahoria, anchoa y puré 

de manzana en lata y en envase de cristal de la misma marca. Se encontró un 

promedio de 24.1 ng de BPA/g de elote en lata, 0.9 ng/g de elote en cristal, 32.4 

ng/g de zanahoria en lata, 0.5 ng/g de zanahoria en cristal, 0.9 ng/g de anchoa en 

lata, 0.7 ng/g de anchoa en cristal, 0.2 ng/g de puré de manzana en lata y 0.3 ng/g 

de puré de manzana en cristal. Puede observarse que, a excepción del puré de 

manzana, todas las concentraciones promedio de BPA halladas en los alimentos 

fueron mayores en su presentación enlatada que en envase de cristal, lo que pone 

de manifiesto la contribución del empaque en la concentración del compuesto en 

el alimento. 

Además de la exposición al BPA en etapa adulta, el ser humano está expuesto a 

este compuesto desde las primeras etapas de gestación, ya que se han detectado 

niveles de BPA en la sangre del cordón umbilical, en plasma materno y fetal, en 

fluido amniótico y en tejido placentario, lo que indica que el BPA no se une a la 
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alfafetoproteína que secuestra a los estrógenos y es capaz de cruzar la barrera 

placentaria (Ikezuki et al., 2002; Padmanabhan et al., 2008; Schonfelder et al., 

2002a; Vandenberg et al., 2007, Todaka & Mori, 2002). Existen estudios que 

demuestran que los neonatos también pueden estar expuestos al BPA al 

transmitirse por medio de la leche materna (Tsutsumi, 2005; Ye et al., 2006). De 

igual manera, los neonatos en unidades de cuidados intensivos pueden tener una 

mayor exposición al BPA debido al uso de aditamentos médicos (Calafat et al., 

2009).  

Ya que se ha demostrado que los efectos del BPA tienen un mayor impacto en las 

etapas tempranas del desarrollo que en la etapa adulta (Richter et al., 2007a), la 

exposición durante la gestación y lactancia es de particular interés. 

Uno de los principales debates con respecto a estos efectos más relevantes en 

fetos y neonatos es la manera en que se metaboliza el BPA dentro del organismo, 

puesto que a pesar de que es claro que existen diferencias entre organismos 

adultos y organismos en desarrollo, así como entre roedores y humanos, no se ha 

llegado a conclusiones claras con respecto a qué tanto impacto tienen estas 

diferencias metabólicas sobre el efecto del BPA. 

La información recolectada hasta el momento indica que el metabolismo del BPA 

en los mamíferos es principalmente a través de dos vías: la glucuronidación y la 

sulfatación. La primera se lleva a cabo en los microsomas hepáticos por medio de 

la acción de las UDP-glucuronosiltransferasas (UGT) (Yokota et al., 1999) y la 

segunda por medio de las sulfotransferasas (Suiko et al., 2000; Nishiyama et al., 

2002). Estos productos conjugados prácticamente carecen de actividad 

estrogénica y se eliminan en poco tiempo del organismo a través de la orina y las 

heces (Upmeier et al., 2000; Pottenger et al., 2000; Snyder et al., 2000; Völkel et 

al., 2002; Völkel et al., 2005; Kurebayashi et al., 2002; Kurebayashi et al., 

2005; Doerge et al., 2010). Sin embargo, se cree que existen otros sistemas que 

metabolizan al BPA, como las enzimas microsomales de citocromo P450 del 

hígado de rata que, al ser bloqueadas, inhiben el metabolismo del BPA (Yoshihara 

et al., 2001). Este sistema genera otros metabolitos de BPA distintos a los mono y 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0155
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0110
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0120
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0160
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0160
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0165
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0100
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0040
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diconjugados de glucurónido y sulfatación como quinonas, semiquinonas y BPA 

hidroxilado (Atkinson & Roy, 1995; Elsby et al., 2001; Nakagawa & Suzuki, 2001; 

Shimizu et al., 2002). Se han reportado también otros metabolitos como isopropil-

hidroxifenol, conjugado de glutatión y BPA, glutationil-fenol, glutationil 4-

isopropilfenol y dímeros de BPA (Jaeg et al., 2004). Varios investigadores han 

sugerido que algunos de estos metabolitos distintos a los conjugados de 

glucurónido y sulfatación, como el 4-metil-2,4-bis(4-hidroxifenil) pent-1-eno (MBP), 

presentan actividad tóxica o estrogénica (Atkinson & Roy, 1995; Yoshihara et al., 

2004; Ishibashi et al., 2005).  

En los roedores adultos, el BPA administrado oralmente también se transforma 

con gran rapidez en monoglucurónido, sin embargo al estar altamente vinculado a 

la proteína plasmática excretada en la bilis, es liberado y reabsorbido a través del 

intestino en el torrente sanguíneo. Esta recirculación enterohepática puede ocurrir 

varias veces antes de que el BPA se excrete principalmente a través de las heces, 

por lo que se ha sugerido que la rata adulta es más sensible a sus efectos que el 

humano adulto (Sakamoto et al., 2002). También se ha observado que una 

exposición continua a BPA lleva a un decremento en los niveles de UGT en ratas 

macho pero no en hembras, sugiriendo una mayor sensibilidad en ellos (Shibata et 

al., 2002).  

Se ha reportado que en el embarazo la glucuronidación hepática disminuye debido 

a un decremento en la UGT y que las concentraciones de BPA en tejidos fetales 

humanos y en la leche materna son muy similares a los encontrados en la sangre 

materna. Además, en ratas preñadas la excreción de metabolitos de BPA hacia la 

vena aumenta tres veces con respecto a ratas no preñadas, que los excretan 

principalmente en la bilis (Inoue et al., 2004). Adicionalmente, se ha detectado la 

actividad de la β-glucuronidasa, enzima capaz de desconjugar el monoglucurónido 

de BPA, en el útero de ratas preñadas tanto en el epitelio luminal como en el 

glandular y en el estroma, sobre todo en las zonas de inter-implantación (Roy et 

al., 1983). También se ha detectado esta enzima en el intestino, la placenta y el 

hígado fetal. De manera análoga, la arilsulfatasa C es una enzima que se 
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desarrolla in utero, se encuentra en los tejidos que responden a estrógenos y se 

cree que podría tener la capacidad de desconjugar el BPA sulfatado (Reed et al., 

2005;Tobacman et al., 2002; Richard et al., 2001). 

Sumado a esta información, se ha observado que los niveles de UGT en el hígado 

fetal humano y de rata son menores a los del hígado adulto (Cappiello et al., 2000; 

Matsumoto et al., 2002; Strassburg et al., 2002) y que el neonato no expresa esta 

enzima de manera constitutiva ni madura, por lo que se ha sugerido que los 

humanos y animales, fetales y neonatos, tienen una menor capacidad para 

conjugar el BPA en monoglucurónido pero no para sulfatarlo (Taylor et al., 2008). 

A pesar de las discrepancias en los resultados obtenidos en diversos estudios con 

respecto al metabolismo del BPA en el humano, los roedores, los adultos,  los 

fetos y neonatos, existe evidencia del impacto del compuesto sobre la salud 

reproductiva, por lo que su estudio sigue siendo relevante. 

3.3 Efectos adversos del BPA sobre la fertilidad 

3.3.1 Efectos en humanos 

Actualmente existe una gran preocupación con respecto a los factores 

ambientales que pueden estar teniendo un impacto negativo sobre la salud 

reproductiva debido al decremento en las tasas de embarazo en humanos y el 

incremento en la ocurrencia de enfermedades y desórdenes reproductivos tanto 

en el hombre como en la mujer. 

Uno de los factores ambientales que ha llamado la atención es la exposición a 

disruptores endócrinos como el BPA. Se ha reportado, en mujeres, una asociación 

entre un incremento en las concentraciones de BPA en orina y un decremento en 

el número de folículos antrales, lo cual ha incrementado la preocupación por una 

acelerada pérdida de folículos y envejecimiento reproductivo (Souter et al., 2013). 

Así mismo, se ha observado que el porcentaje de pacientes con concentraciones 

detectables de BPA es significativamente mayor en las pacientes infértiles 

http://ehp.niehs.nih.gov/0901010/#b25-ehp-117-1639
http://ehp.niehs.nih.gov/0901010/#b25-ehp-117-1639
http://ehp.niehs.nih.gov/0901010/#b35-ehp-117-1639
http://ehp.niehs.nih.gov/0901010/#b26-ehp-117-1639
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X15000839#bib0130
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comparado con pacientes fértiles (Caserta et al., 2013) y se ha asociado la 

exposición a BPA con abortos sucesivos (Sugiura-Ogasawara et al., 2005).   

También, en un estudio de fertilización in vitro, se observó una asociación linear 

positiva dosis-respuesta entre los niveles de BPA en orina y la falla de 

implantación (Ehrlich et al., 2012). En otro estudio de fertilización in vitro, el BPA 

se detectó en la mayoría de las pacientes y se observó una correlación inversa 

entre la concentración de BPA y el número de óvulos recuperados y los niveles 

máximos de estradiol (E2) (Mok-Lin et al., 2010). 

De igual manera, existe evidencia que relaciona al BPA con la fertilidad masculina. 

Diversos estudios han demostrado una asociación inversa entre los niveles 

internos de BPA en hombres y parámetros de calidad de semen como 

concentración, motilidad, velocidad y vitalidad de espermatozoides (Meeker et al., 

2010; Li et al., 2011; Lassen et al., 2014). 

En un estudio con 191 hombres checos (caucásicos) se realizó un análisis de 

UHPLC-MS/MS con el fin de relacionar la concentración de BPA en el plasma 

sanguíneo y seminal (89 y 93% de detección, respectivamente) con la fertilidad. 

Los niveles de BPA en plasma seminal aumentaron conforme aumentaba la 

gravedad de la infertilidad y mostraron una correlación negativa con el conteo, 

concentración y morfología de espermatozoides. Por otro lado, en plasma 

sanguíneo se observaron concentraciones mayores de BPA en hombres ligera y 

moderadamente infértiles, pero no en los gravemente infértiles comparados con 

los sanos. Los autores sugieren que el BPA afecta de manera distinta la 

esteroidogénesis en distintas glándulas y que podría actuar activando la 

aromatasa, que es la enzima que transforma a la testosterona en E2, ya que 

observaron cambios en los niveles de esteroides intermediarios en plasma seminal 

(esteroidigénesis testicular) y sanguíneo (esteroidogénesis adrenal), y una 

diferencia importante en la relación testosterona/estradiol (Vitku et al., 2016).  

Un estudio en Italia detectó una relación entre la concentración de BPA en plasma 

sanguíneo y seminal y el área de residencia, siendo esta mayor en hombres que 
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habitan zonas metropolitanas (ej. Roma). Se observó una mayor concentración en 

hombres infértiles en estas zonas, que en zonas urbanas (ej. Ferrara) y rurales (ej. 

Sora), así como una correlación positiva entre los niveles séricos de BPA y la 

expresión de ERα, ERβ y AR en células mononucleares de sangre periférica (La 

Rocca et al., 2015). 

A pesar de que existen varios estudios cuyo objetivo es relacionar la exposición 

del humano al BPA con deficiencias en la salud reproductiva, los resultados 

obtenidos no siempre son reproducibles ni congruentes. Esta discrepancia puede 

deberse a numerosos factores como las características de las muestras, los 

parámetros evaluados o la metodología empleada para analizarlos, ya que 

estudios de este tipo en humanos presentan múltiples restricciones. Es por ello 

que se ha optado por realizar estudios en modelos animales, procurando tomar en 

cuenta las diferencias metabólicas entre especies. 

3.3.2 Efectos en animales de experimentación 

Se han realizado una gran cantidad de estudios en animales de laboratorio 

expuestos a dosis a las cuales actualmente está expuesto el ser humano o 

menores. Estos estudios indican que la exposición a BPA está asociada con 

anomalías morfológicas, funcionales y de conducta relacionada con la 

reproducción. 

Los efectos que tiene el BPA en organismos adultos son reversibles cuando cesa 

la exposición (Richter et al., 2007a), sin embargo se ha demostrado que la 

exposición inadvertida, constante y a largo plazo a disruptores endócrinos como el 

BPA durante periodos críticos para el desarrollo (cercanos a la etapa postnatal y/o 

in utero), afectan el crecimiento y la salud reproductiva de los seres vivos de forma 

irreversible (Nava et al., 2008).   

Se ha observado, en diferentes cepas de rata, que la exposición durante el 

periodo perinatal produce en los organismos efectos organizacionales debidos a la 

exposición del órgano durante el desarrollo y que continúan durante la pubertad y 

resultan en una alteración persistente del sistema afectado (Richter et al. 2007a). 
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Es por ello que la mayor preocupación con respecto a la exposición al BPA es 

durante el desarrollo, es decir fetos, neonatos, infantes, niños y adolescentes. 

Tomando esto en cuenta, diversos estudios se han enfocado en la exposición 

temprana al compuesto. Por ejemplo, se ha observado que una exposición de 

fetos de roedor a dosis bajas de BPA de 20 a 400 µg/kg de peso corporal/día 

produce efectos estrogénicos postnatales. En machos, la producción diaria de 

espermatozoides se reduce (Vom Saal et al., 1998) y aumenta el peso de la 

próstata (Nagel et al., 1997), y en la hembra, el desarrollo del tejido reproductivo 

se ve modificado, se altera la diferenciación sexual del cerebro (Ryan & 

Vandenbergh, 2006), se presentan cambios en los niveles de la hormona 

luteinizante en suero (Rubin et al., 2001), se presenta apertura vaginal temprana 

(Honma et al., 2002), alteraciones en el ciclo estral (Rubin et al., 2001; Mendoza-

Rodríguez et al., 2011), cambios a largo plazo en la vagina (Schönfelder et al., 

2002b), el útero (Schönfelder et al., 2004; Mendoza-Rodríguez et al., 2011), los 

ovarios y las glándulas mamarias (Markey et al., 2001), y el crecimiento y la 

pubertad se aceleran (Howdeshell et al., 1999), lo que indica una amplia gama de 

tejidos afectados por el compuesto (Markey et al., 2003; Welshons et al., 2006).  

En el útero, hay estudios que demuestran que la muerte celular del epitelio uterino 

se ve alterada (disminuye) en la progenie de las ratas tratadas con BPA 

(Mendoza-Rodríguez et al., 2011). Así mismo se han reportado, en el útero de 

estos animales, lesiones proliferativas del oviducto, metaplasias escamosas, 

hiperplasias atípicas, pólipos estromales y carcinogénesis (Newbold et al., 2009 & 

2007), los cuales se pueden deber al incremento de proliferación y el decremento 

de muerte celular (Mendoza-Rodríguez et al., 2011; Newbold et al., 2009).  

Con respecto a la función reproductiva, se realizó un estudio en el que se expuso 

perinatalmente a ratones hembra a 0.25 ng, 250 ng y 25 μg de BPA/kg de peso 

corporal (pc) al día, del día 8 de gestación (DG8) al día 16 de lactancia. Al llegar a 

edad adulta, se evaluó su fertilidad, encontrando un menor número de hembras 

preñadas y camadas más pequeñas, así como un declive reproductivo temprano 

con la dosis alta. Como es común con los disruptores endócrinos, no se observó 
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un efecto dosis-respuesta, lo que puede sugerir inconvenientes en la 

determinación de la IDA y el NOAEL del BPA (Cabaton et al., 2011). Se ha 

demostrado también que dosis de 200 y 300 mg de BPA/kg de pc administradas 

del DG1 al DG4 reducen los niveles de progesterona (P4) así como el número de 

sitios de implantación, y aumentan el área luminal y la altura de las células 

epiteliales al DG6 (Berger et al., 2008). De igual manera, se ha observado que al 

administrar de forma subcutánea 10 mg de BPA/kg de pc al día, del DG1 al DG8 a 

ratones, se presenta una disminución en el número de crías (Tachibana et al., 

2007). Se ha sugerido también que el BPA es un disruptor de meiosis (Brieño-

Enríquez et al., 2011), lo cual podría llevar a aneuploidía, que es considerada la 

causa más común conocida del retraso mental así como la causa genética de 

infertilidad en humanos (Hassold & Hunt, 2001). 

En otro estudio (Xiao et al., 2011), se trató de forma subcutánea a ratones hembra  

con 0.5, 10, 40 y 100 mg de BPA/ kg de pc al día, del DG0.5 al DG3.5. Se observó 

una implantación tardía y un aumento en la mortandad perinatal con la dosis de 40 

mg de BPA/kg de pc al día. La evidencia de la sugerida implantación tardía radicó 

en la presencia de sitios de implantación más pequeños y menos vascularizados, 

así como una intensa expresión de los receptores a P4 (PR) posterior al día de la 

implantación teórica y un epitelio luminal delgado sin zona decidual al DG4.5. De 

igual forma, se observó un periodo de gestación más largo comparado con el 

control, así como camadas más pequeñas y supervivencia perinatal menor. Con la 

dosis de 100 mg de BPA/kg de pc al día, no se observaron sitios de implantación 

al DG4.5 pero sí se observaron embriones retenidos en el oviducto y desarrollo 

tardío de embriones al DG3.5 con la misma dosis, sugiriendo que el disruptor 

genera una alteración en el desarrollo y transporte del embrión desde el oviducto 

hacia el útero. Un experimento adicional en el que se transfirieron embriones 

sanos a madres pseudopreñadas tratadas con la dosis de 100 mg demostró que a 

pesar de un desarrollo y transporte adecuados del embrión, no se observaron 

sitios de implantación al DG4.5, lo que sugiere que además de afectar estos dos 

factores, el BPA altera la receptividad del útero hacia el blastocisto. 
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De manera similar, un estudio realizado por Bosquiazzo et al. (2010) en el que 

ratas neonatas fueron inyectadas con 0.05 y 20 mg de BPA/kg de pc al día en los 

días postnatales 1, 3, 5 y 7 y posteriormente fueron ovarectomizadas y 

administradas con hormonas exógenas, demostró una disminución en la inducción 

de la proliferación endotelial y en la expresión de mRNA del factor de crecimiento 

vascular endotelial (VEGF) en el útero con ambas dosis (sin efecto 

dosis/respuesta). Los resultados encontrados son relevantes debido a que la 

generación de nueva vascularización estromal es esencial para la implantación del 

embrión y su desarrollo. Se sabe que la expresión de VEGF, a nivel 

transcripcional, aumenta en el epitelio luminal debido a los estrógenos como el E2 

y en el estroma debido a la P4, aunque no necesariamente es debido a la unión 

con sus receptores nucleares, por lo que las alteraciones debidas al BPA pueden 

estar tanto a nivel de receptores como a nivel de expresión de genes hormona-

dependientes, interacción con elementos reguladores u otros factores de 

transcripción. 

En cuanto al efecto sobre la fertilidad masculina, se han realizado diversos 

estudios con animales macho. Por ejemplo, se ha observado una reducción en los 

niveles séricos de testosterona y la expresión de StAR, que es una proteína 

involucrada en la esteroidogénsis, así como el incremento en daño de DNA en 

roedores con diversos tratamientos con BPA (Chouhan et al., 2015; Tiwari & 

Vanage, 2013). 

De igual manera, un tratamiento in vitro de espermatozoides de ratón con 

diferentes concentraciones de BPA (0.0001, 0.01, 1 y 100 mM) durante 6 horas 

mostró que a altas concentraciones del compuesto, este inhibió la motilidad de los 

espermatozoides disminuyendo los niveles de ATP. También se observó una 

reacción acrosomal precoz que resultó en una fertilización pobre y un desarrollo 

embrionario comprometido. Los autores sugieren que el mecanismo de acción es 

la fosforilación de proteínas relacionadas con la fertilidad, ya que observaron un 

aumento en la actividad de la proteína cinasa A (PKA) y de sus substratos 

fosforilados (Rahman et al., 2015).  
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Con resultados similares, un estudio en el que se trató neonatalmente a ratas 

macho (F1) con el compuesto demostró un decremento en el conteo y la motilidad 

de espermatozoides, así como un aumento en la pérdida postimplantación y 

camadas más pequeñas al ser apareados con hembras sanas. Además, se 

observó una reducción en el perfil de expresión de receptores a esteroides en los 

testículos tanto de F1 como de F2 y F3, por lo que se sugirió un efecto 

transgeneracional (Salian et al., 2009a). Con el fin de dilucidar las causas de estos 

efectos, el mismo grupo de investigación llevó a cabo otro estudio muy similar en 

el que ratas hembra F0 fueron tratadas oralmente con BPA (1.2 y 2.4 μg/kg de pc 

al día) del DG12 al día postnatal 21 y se obtuvieron las generaciones F2 y F3, con 

las crías macho F1. En este estudio se observó una reducción significativa en la 

expresión de SRC-1, que es un coactivador del receptor a esteroides, en los 

testículos de las generaciones F1, F2 y F3, por lo que los autores llegaron a la 

conclusión de que la exposición perinatal de las ratas macho al BPA resultó en 

perturbaciones transgeneracionales en el perfil de expresión de receptores a 

esteroides y sus correguladores en el testículo, teniendo efectos en su fertilidad 

llegada la etapa adulta (Salian et al., 2009b). 

En otro estudio, la exposición neonatal de ratas macho (F0) a BPA (2.4 μg/cría) 

demostró cambios epigenéticos en sus embriones F1 reabsorbidos. Se observó 

una expresión disminuida de Igf2, un gen indispensable para el desarrollo fetal, y 

H19, un gen involucrado en la proliferación celular, en los embriones reabsorbidos 

comparados con los embriones viables. Los espermatozoides de F0 mostraron el 

mismo patrón de metilación aberrante que sus embriones F1 reabsorbidos en la 

región de control de la impronta, por lo que se concluye que el BPA generó 

cambios epigenéticos en los machos F0 que fueron heredados por los embriones 

F1 causando la pérdida postimplantación (Doshi et al., 2013). 

Puede notarse en los resultados obtenidos por los estudios mencionados que el 

BPA tiene consecuencias observables sobre los organismos expuestos a él, 

teniendo efectos distintos al tener diversas variables, por lo que más estudios 

relacionados con este disruptor permitirían elucidar un poco más sus mecanismos 
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de acción. Además, ya que tiene efectos tanto en hembras como en machos, el 

estudio de un posible efecto aditivo sobre la fertilidad resulta relevante. 

3.4 Proteínas de adhesión 

Los eventos que llevan a la implantación del blastocisto en la rata ocurren durante 

los primeros 6 días de gestación. El día uno se define como el día posterior al 

apareamiento y se considera representativo del día del estro. El día tres 

representa el periodo de pre-implantación en el que el útero sufre diversos 

cambios para conferirle receptividad. Durante el día 5 el blastocisto, que es el 

óvulo fecundado un poco más desarrollado, se acerca a la pared uterina 

(aposición del blastocisto) y comienza a adherirse por medio de proteínas de 

adhesión al epitelio luminal uterino. La implantación, definida como la adhesión 

irreversible del blastocisto al epitelio luminal, se completa en el día 6. En el día 7, 

el blastocisto atraviesa el epitelio luminal hasta el estroma materno por 

penetración por desplazamiento, por lo que deben perderse las adhesiones 

focales entre el epitelio y la matriz extracelular (Murphy, 1993), las uniones 

adherentes entre las células del epitelio luminal uterino (CELU) y debe ocurrir el 

proceso de apoptosis en algunas de las CELU. El proceso de implantación en el 

humano es bastante similar, con ligeros cambios en los tiempos (Figura 2). 

 

Figura 2. Proceso de implantación del blastocisto humano. Modificado de Weimar et al., 2013. 
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La implantación exitosa del blastocisto durante las primeras etapas del embarazo 

involucra una serie de cambios, regulados por hormonas, en las CELU que las 

hacen receptivas a la adhesión de las células del trofoblasto, que es una capa de 

células que forma la parte externa del blastocisto (Figura 3). Estos cambios 

implican una reorganización de la membrana plasmática y del citoesqueleto de las 

células epiteliales y a este proceso se le conoce como “transformación de la 

membrana plasmática” (Murphy & Shaw, 1994; Murphy, 2000b). Esta 

transformación involucra cambios en la altura de las CELU, la longitud y la forma 

de los microvilli, la expresión de marcadores de superficie celular, la composición 

lipídica de la membrana plasmática, el citoesqueleto y las proteínas que lo 

componen, y se ha sugerido que modificaciones de las estructuras de unión que 

están asociadas a la membrana plasmática lateral de las células epiteliales, 

llamadas uniones estrechas, también forman parte de esta transformación 

(Murphy, 1993 & 2000a). 

 

Figura 3. Niveles de estradiol (E2) y progesterona (P4) en la gestación temprana. Modificado de 
Zhang et al. (2017). 

 

Entre las moléculas de superficie celular expresadas en el epitelio luminal uterino 

como parte de la transformación de la membrana plasmática se encuentran las 

proteínas de adhesión, que funcionan como puentes entre el trofoblasto y las 

células epiteliales ya que, después de la aposición, se requiere un contacto 

molecular entre el útero y el blastocisto para que pueda llevarse a cabo la unión 

irreversible y la posterior penetración hacia el estroma. Se sabe que el blastocisto 

también expresa este tipo de proteínas para facilitar la adhesión al epitelio previa a 

la implantación.  
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Dos ejemplos de estas proteínas de adhesión son la Integrina β3 y la E-cadherina, 

que se expresan tanto en el epitelio luminal uterino como en los blastocistos de 

ratas y humanos durante el proceso de adhesión e implantación (Campbell et al., 

1995; Kaneko et al., 2011; Apparao et al., 2001; Slater et al., 2002; Tiwari et al., 

2004; Thie et al., 1995; Wang et al., 2015) por lo que la alteración de sus patrones 

y niveles de expresión podría resultar en fallas en cualquiera de estos dos 

procesos. 

3.4.1 Integrina β3  

Las adhesiones focales son complejos proteicos que se localizan en la región 

basal de las células epiteliales, funcionando como ancla a la matriz extracelular 

(Ruoslahti et al., 1991 & 1996). En especies en las que el blastocisto penetra al 

estroma por desplazamiento, como lo son los roedores y el humano, las CELU 

deben ser removidas (Schlafke & Enders, 1975). Estudios previos han demostrado 

que las CELU de rata pierden las adhesiones focales en el momento de la 

implantación en respuesta a P4 para permitir la penetración del blastocisto (Shion 

& Murphy, 1995; Kaneko et al. 2008). Algunas proteínas intracelulares asociadas 

con las adhesiones focales son la actopaxina, vinculina, talina y paxilina (Turner, 

2000), mientras que las membranales incluyen a las integrinas, que son una 

familia de glicoproteínas transmembranales heterodiméricas formadas por la 

asociación no covalente de una subunidad α y una subunidad β. Estas 

subunidades contienen un dominio extracelular que funciona como receptor a la 

matriz extracelular, uno transmembranal y uno citoplasmático que interactúa con el 

citoesqueleto (Vuori, 1998; Brown & Turner, 2004).   

  3.4.1.1 Papel de integrinas durante la gestación 

Se ha correlacionado un patrón de expresión de integrinas en el endometrio 

humano con la fertilidad y la implantación (Lessey et al., 1992; Lessey, 2000a; 

Klentzeris et al., 1993; Bronson & Fusi, 1996; Ceydeli et al., 2006). Mientras que la 

mayoría de las integrinas se expresa de forma constitutiva a lo largo del ciclo 

menstrual, algunas exhiben un patrón de expresión hormono dependiente. Así, las 
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integrinas cuya expresión aumenta durante la ventana de implantación se 

consideran marcadores de receptividad uterina (Lessey et al., 2000; Reddy & 

Mangale, 2003; Wang & Armant, 2002).  

Un ejemplo de estas integrinas es la αvβ3, cuya expresión ha sido detectada por 

métodos inmunohistoquímicos en la superficie de las CELU humanas (Apparao et 

al., 2001). Sus ligandos conocidos de matriz extracelular son citotactina, 

fibronectina, laminina, metaloproteinasa de matriz-2, osteopontina, osteomodulina, 

protrombina, trombospondina, vitronectina y factor de von Willebrand. Su 

expresión específica de acuerdo con el ciclo menstrual sugiere una regulación 

hormono dependiente. Se piensa que tanto los estrógenos como la P4 actúan 

como factores parácrinos estromales que inducen la expresión epitelial de 

integrina β3 que da pie a la formación del complejo αvβ3 (Lessey, 2003). De igual 

manera, se ha observado la presencia de la subunidad integrina β3 en el útero 

receptivo de mujeres y una disminución en su expresión en mujeres infértiles 

(Merviel et al, 2001; Gonzalez et al., 1999). Se ha observado también la expresión 

de esta integrina junto con otras moléculas de adhesión en blastocistos humanos, 

por lo que se cree que también tiene funciones de adhesión en el trofoblasto 

(Campbell et al., 1995; Staun-Ram & Shalev, 2005; Snir et al., 2010). 

Por estas razones, la integrina β3 suele considerarse un marcador de receptividad 

endometrial, en particular para la adhesión embrional (junto con αv) funcionando 

como un puente entre el endometrio y el trofoblasto (Sueoka et al., 1997; Simón et 

al., 1998; Lessey, 2000b; Wang & Armant, 2002). 

En rata se ha observado una tendencia similar, ya que se ha demostrado la 

expresión de integrina β3 en la región basal de las CELU en el DG1 y una 

localización apical en el momento de la implantación (Srinivasan et al., 2006; 

Kaneko et al., 2011). Se ha detectado su presencia por métodos 

inmunohistoquímicos desde el DG4, aumentando en el DG5 y aún más en el DG6, 

donde se localizó principalmente en los sitios de implantación. De igual manera, se 

detectó un aumento de los niveles de integrina β3 en respuesta a P4 y a la 

combinación de P4 y estrógenos en animales ovariectomizados, así como en 
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células epiteliales endometriales co-cultivadas con blastocistos, por lo que se 

sugiere que su presencia también tiene un efecto en la expresión de esta proteína 

(Srinivasan et al., 2009). De igual manera, en un estudio en el que se cultivaron 

células de Ishikawa (línea celular de epitelio endometrial) en un medio libre de 

células donde previamente se habían cultivado blastocistos humanos, se observó 

un aumento en la expresión del gen HOXA10, que a su vez aumenta la expresión 

de la integrina β3 (Sakkas, 2011). Sumado a esto, en un estudio in vitro se localizó 

la integrina β3 en la membrana apical de las células del trofoblasto de rata y se 

observó una reducción en la adhesión del trofoblasto a células Ishikawa al 

bloquear la expresión de la integrina β3 en estas últimas con un siRNA (Kaneko et 

al., 2011). Se concluye por tanto que la integrina β3 tiene un papel importante en 

la adhesión del blastocisto al epitelio luminal mediado principalmente por P4. 

  3.4.1.2 Efecto del BPA sobre la expresión de integrina β3 

En cuanto al efecto que podría tener el BPA sobre la expresión de esta proteína, 

existe un estudio en el que se le administró oralmente el compuesto (400 o 600 

mg/kg de pc al día) a ratones hembra preñadas y se observó, junto con un 

decremento en el número de sitios de implantación, una disminución en la 

expresión de la integrina β3 tanto en el endometrio como en los blastocistos (Pan 

et al., 2015). En otro estudio, ratas neonatas fueron tratadas de forma subcutánea 

con 0.05 mg y 20 mg de BPA/kg de pc/día, en los días postnatales 1, 3, 5 y 7 y se 

evaluaron los efectos a largo plazo. Al aparear a las hembras sexualmente 

maduras que habían sido tratadas neonatalmente, se encontró una menor 

expresión del gen HOXA10 al DG5 con ambas dosis. Como ya se mencionó, este 

gen está involucrado en la preparación del útero para la implantación y su 

expresión está regulada por E2 y P4. No se encontraron diferencias en los niveles 

séricos de E2 ni P4 al DG5, pero sí en sus receptores uterinos (ERα y PR) cuyos 

niveles fueron menores en las ratas tratadas. A pesar de que todas las ratas 

mostraron una conducta de receptividad sexual y de que no se encontraron 

diferencias en las tasas de ovulación, el índice de fecundación disminuyó con el 

aumento de la dosis (10% para la dosis baja y 23% para la dosis alta). El número 
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de sitios de implantación, es decir, el número de blastocistos adheridos al útero, 

disminuyó con ambas dosis, siendo esta reducción estadísticamente significativa 

únicamente con la dosis alta. De igual forma y en concordancia con lo anterior, se 

observó una menor expresión de integrina β3 en el útero de los animales tratados. 

Debido a la amplia gama de efectos, los investigadores que llevaron a cabo este 

estudio concluyeron que es posible que el BPA afecte el eje hipotálamo-pituitaria-

gónadas (Varayoud et al., 2011). 

  3.4.1.3 Interacción de integrinas con otras proteínas de adhesiones 

focales.  

Sumado a lo anterior, se ha establecido que las subunidades β de las integrinas 

interaccionan con proteínas de unión a actina como la talina (Pfaff et al. 1998; 

Calderwood et al. 1999; Critchley 2000; Calderwood & Ginsberg, 2003; 

Calderwood 2004a, 2004b). Particularmente, se ha demostrado que las integrinas 

β1 y β3 colocalizan e interaccionan directamente con talina en las adhesiones 

focales in vitro (Critchley, 2000; Calderwood & Ginsberg, 2003; Reddy & Mangale, 

2003; Calderwood 2004b; Kaneko et al., 2011). Así, la talina provee un vínculo 

directo entre el dominio citoplasmático de las integrinas y las fibras intracelulares 

de actina (Nayal et al. 2004) (Figura 4). También está involucrada en la activación 

de las integrinas, que es esencial en el establecimiento de las adhesiones focales 

(Tadokoro et al., 2003; Yamada & Geiger, 1997).  

 

Figura 4. Interacción de talina y paxilina con integrinas en adhesiones focales. Modificado de 
Mofrad & Kamm, 2006. 
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A su vez, la paxilina es una proteína que interacciona con las integrinas por medio 

de la cinasa de adhesión focal (FAK) y con las fibras de actina por medio de 

actopaxina y vinculina  (Turner et al., 1990; Turner, 2000; Schaller, 2001). En la 

rata, se ha observado que su señal desaparece de la membrana basal en el 

momento de la implantación y reaparece en el DG7 (Lindsay et al., 2016).  

Como puede deducirse de la bibliografía, la integrina β3 juega un papel importante 

en la adhesión e implantación del blastocisto tanto en humanos como en ratas, por 

lo que si su patrón o sus niveles de expresión se ven alterados por un compuesto 

exógeno, esto podría llevar a una fertilidad reducida. Además, por su interacción 

con esta proteína y su papel en la implantación, la alteración de los patrones de 

distribución y/o niveles de otras proteínas de adhesiones focales como la talina o 

la paxilina en el epitelio luminal uterino durante la gestación temprana también 

podría resultar en una menor fertilidad. 

3.4.2 Talina 

Los vertebrados poseen dos genes que codifican para talinas (1 y 2) 

estrechamente relacionadas que comparten el 74% de identidad de aminoácidos. 

Estas dos proteínas se expresan de manera diferencial en los tejidos y, ya que la 

talina 1 parece ser la forma dominante, es también la más estudiada y a la que se 

hará referencia en el presente proyecto (Critchley, 2009; Kopp et al., 2010).  

La talina es uno de las principales componentes de las adhesiones focales. Es una 

proteína de 270 kDa y 2541 aminoácidos que está formada por dos dominios 

principales: una cabeza (N-terminal) y una cola (C-terminal).  

El dominio de la cabeza (aa 1-400) es globular y rico en aminoácidos básicos, y su 

principal función es la unión y activación de integrinas, así como la unión a 

fosfolípidos ácidos membranales y FAK (Niggli et al., 1994). Específicamente, la 

cabeza tiene sitios de unión a las colas (citoplasmáticas) de las subunidades beta 

de las integrinas (Chen et al., 1995; Calderwood et al., 1999; Martel et al., 2001; 

Tadokoro et al., 2003; Anthis et al., 2009).  
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La activación de las integrinas consiste en el aumento de la afinidad de estas por 

sus ligandos extracelulares, ya sea a partir de señales intracelulares (inside-out) o 

extracelulares (outside-in) (Kim et al., 2011; Shattil et al., 2010). Estos dos 

procesos de señalización y activación son conceptualmente independientes entre 

sí, sin embargo, son también mutuamente cooperativos, por lo que cada uno 

puede llevar hasta el otro. De cualquier manera, la activación por talina (inside-out) 

es esencial. La interacción simultánea de la cabeza de talina con las colas de 

integrina y los fosfolípidos membranales, es capaz de modificar el ángulo de 

inclinación de las integrinas (Kim et al., 2012). Este cambio desestabiliza 

interacciones específicas y desplaza el equilibrio hacia la confomación activa de la 

región extracelular de las integrinas (Figura 5). Debido a esto, en diversos tipos 

celulares el fenotipo carente de talina es similar al del knockout de integrinas 

(Cram et al., 2003; Brown et al., 2002).  

 

Figura 5. Activación de integrinas por medio de unión a talina. Modificado de Karp, 2011. 

 

Ya que juega un papel clave en la activación de integrinas, la función de talina 

está altamente regulada. Los mecanismos involucrados en esta regulación 

incluyen cambios en la conformación y localización de la proteína (que a su vez 

son inducidos por vías de señalización y fuerzas mecánicas), la acción de 

proteínas competitivas y la proteólisis limitada (Calderwood et al., 2013). Se ha 

sugerido que la conformación inactiva de talina, en la que una segunda unión 
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entre la cabeza y la cola impide estéricamente la unión a las colas de integrina, se 

encuentra en zonas citosólicas más alejadas de la membrana plasmática (Banno 

et al., 2012). También se ha especulado que esta proteína existe en 

configuraciones alternativas que dependen del estado de desarrollo y el tipo de 

células en los que se encuentra (Klapholz et al., 2015).  

Por otro lado, el dominio de la cola C-terminal comprende los aminoácidos 487-

2541 que forman 63 α-hélices organizadas en haces de 4 o 5 hélices 

(Papagrigoriou et al., 2004). Además de los 13 haces, existe una α-hélice en el 

extremo C-terminal que corresponde al dominio de dimerización (Goult et al., 

2013). Esta cola contiene un sitio de unión a integrina y diversos sitios de unión a 

actina, de los cuales el mejor caracterizado está asociado con el haz más próximo 

al extremo C-terminal (Gingras et al., 2010; Moes et al., 2007; Hemmings et al., 

1996). Se ha observado que la dimerización es esencial para la actividad del sitio 

de unión a actina del C-terminal (Gingras et al., 2008).  

Además de su papel estructural, la cola de talina contiene diversos sitios de unión 

involucrados en la regulación de otras proteínas estructurales y de señalización. 

Los más relevantes de estos son los 11 sitios de unión a vinculina (Critchley, 

2009). La vinculina suele encontrarse en un estado de autoinhibición debido a una 

interacción entre la cabeza y la cola, impidiendo así su unión con otras proteínas 

como paxilina. Sin embargo, la unión de su cabeza a los sitios de unión en la cola 

de talina genera un cambio conformacional que descubre sus sitios de unión (Bois 

et al., 2006; Carisey et al., 2013). En concordancia con esto, en células epiteliales 

carentes de talina, no se detecta la presencia de vinculina, paxilina ni FAK en las 

adhesiones focales (Lawson & Schlaepfer, 2012; Wang et al., 2011). 

Se sabe que la talina es substrato de la calpaína II, proteasa intracelular 

dependiente del catión divalente de calcio que es capaz de separar la cabeza de 

la cola (Rees et al., 1990; Hayashi et al., 1999; Yan et al., 2001). Se ha propuesto 

que estos dos dominios de talina tienen actividades distintas e independientes, por 

lo que se cree que la calpaína II tiene un papel importante en la regulación de la 

dinámica de las adhesiones focales (Franco et al., 2004; Wang et al., 2011). 
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3.4.2.1 Expresión de talina en el útero de rata durante la gestación 

temprana 

En cuanto a su relación con la implantación, se ha observado en ratas que la talina 

se encuentra en la región basal de las CELU en el DG1 y que desaparece de esta 

región en el día 6 con el fin de fomentar la penetración del blastocisto hacia el 

estroma (Kaneko et al., 2008). Además, en ratas ovarectomizadas se demostró 

que el comportamiento de esta proteína en el día 1 es dependiente de estrógenos, 

mientras que su desaparición al día 6 es dependiente de P4 (Kaneko et al., 2009). 

Se ha observado también una ligera señal apical de talina en las CELU al DG6 

(Lindsay et al., 2016). 

Como ya se mencionó, ensayos de inmunoprecipitación han demostrado que la 

talina interacciona directamente con integrina β3, proteína ampliamente 

relacionada con la adhesión inicial del blastocisto al epitelio. Con base en esto, su 

regulación dependiente de hormonas en el útero y la importancia de las 

adhesiones focales en el proceso de implantación, se deduce que la alteración en 

los niveles o la localización de talina podría tener un efecto sobre la fertilidad. 

3.4.3 Paxilina 

La paxilina es otro de los principales componentes de las adhesiones focales. 

Existen cuatro isoformas de paxilina (α, β, γ y δ) derivadas de la transcripción de 

un solo gen (Mazaki et al., 1997; Turner & Miller, 1994; Tumbarello et al., 2005), 

sin embargo, ya que la α es la forma predominante, es a la que se hará referencia 

en el presente proyecto. La isoforma α de paxilina es una fosfoproteína de 68 kDa 

(Glenney Jr & Zokas, 1989) que sirve como plataforma en la interfase entre la 

membrana plasmática y el citoesqueleto de actina. Participa en el reclutamiento de 

numerosas proteínas reguladoras y estructurales que juntas controlan los cambios 

dinámicos de la adhesión celular, la reorganización del citoesqueleto y la 

expresión génica necesarios para la supervivencia y la migración celular (Turner, 

2000). Al igual que talina, consta de dos dominios principales: la región del C-

terminal y la del N-terminal. 
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La región del C-terminal contiene cuatro dominios LIM (Lin11, Isl-1, Mec-3), es 

decir, motivos de dedos dobles de zinc ricos en cisteína que median interacciones 

proteína-proteína (Perez-Alvarado et al., 1994; Schmeichel & Beckerle, 1994; 

Dawid et al., 1998). Estos motivos son responsables de la unión a fosfatasas y 

tubulina, además de la localización de la paxilina en las adhesiones focales, 

particularmente mediada por LIM2 y LIM3 (Brown et al., 1996).  

La región N-terminal, por otro lado, controla la mayor parte de la actividad de 

señalización de la paxilina, ya que contiene cinco motivos ricos en leucina y 

aspartato (LD) que son módulos de unión a proteína que contienen la secuencia 

consenso LDxLLxxL (Tumbarello et al., 2002; Brown et al., 1998b). La región N-

terminal contiene además una región rica en prolina, involucrada en la unión al 

dominio SH3 de la cinasa de tirosina Src y residuos de unión a SH2 (Brown et al., 

1998b; Brown et al., 1996; Cote et al., 1999; Herreros et al., 2000; Schaller & 

Parsons, 1995; Tumbarello et al., 2002; Turner, 2000; Weng et al., 1993).  

Los motivos LD son responsables del reclutamiento de proteínas como vinculina, 

actopaxina, ILK (cinasa ligada a integrinas), FAK, entre otras. Particularmente, se 

ha demostrado que la vinculina se une a los motivos LD1, 2 y 4 de la paxilina 

(Brown et al., 1996; Turner et al., 1999), por lo que se ha sugerido que funciona 

como un vínculo directo entre esta proteína y la actina, y que esta interacción tiene 

un efecto antiapoptótico en las células (Turner et al., 1990; Turner et al., 1999; 

Subauste et al., 2004). Además, la cinasa de serina y treonina ILK, que es capaz 

de unirse a la paxilina por medio del motivo LD1, colocaliza con integrinas en las 

adhesiones focales y tiene una interacción directa con las integrinas β1 y β3 

(Nikolopoulos & Turner, 2001; Dedhar, 2000).  

La paxilina, junto con FAK, es una de las primeras proteínas en ser detectadas en 

adhesiones nacientes (Digman et al., 2007; Choi et al., 2011) y es además un 

regulador clave de las enzimas que estimulan el ensamblaje de nuevos complejos 

de adhesión celular, así como su maduración y el desensamblaje de complejos de 

adhesión existentes en el proceso de migración celular (Ridley, 2001b; 

Raftopoulou & Hall, 2004; Webb et al., 2004). De manera más específica, la unión 
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de integrinas a substratos extracelulares específicos promueve la fosforilación 

mediada por FAK y Src de las tirosinas 31 y 118 de la paxilina. A su vez, estas 

tirosinas fosforiladas interaccionan con complejos que promueven la migración 

celular, lo que implica que la paxilina está directamente involucrada en la 

señalización mediada por integrinas (Bellis et al., 1997; Burridge et al., 1992; Petit 

et al., 2000; Schaller & Parsons, 1995; Zaidel-Bar et al., 2007b; Nobes & Hall, 

1995; Tsubouchi et al., 2002; Lamorte et al., 2003).  

Al igual que la talina, la paxilina es también substrato de la proteasa dependiente 

de calcio calpaína II que es capaz de cortar entre los motivos LD1 y LD2 y, ya que 

se ha propuesto también una actividad independiente de ambos segmentos de la 

paxilina, se refuerza la teoría de que esta proteasa tiene un  papel importante en la 

regulación de la dinámica de las adhesiones focales (Yamaguchi et al., 1994; 

Carragher et al., 1999; Cortesio et al., 2011; Sero et al., 2012).  

3.4.3.1 Expresión de paxilina en el útero de rata durante la gestación 

temprana 

En cuanto a su relación con la implantación, al igual que talina, se ha observado 

que en ratas se encuentra en la región basal de las CELU en el DG1, que 

desaparece de esta región en el día 6, y que estos comportamientos son 

dependientes de estrógenos y P4, respectivamente (Kaneko et al., 2008; Kaneko 

et al., 2009).  

Tomando en cuenta su regulación dependiente de hormonas en el útero, su 

participación en la señalización mediada por integrinas y su papel en la 

relocalización de los complejos de adhesión, importante en el proceso de 

implantación, es posible deducir que la alteración en los niveles o la localización 

de paxilina podría tener un efecto sobre la fertilidad.  

3.4.4 E-cadherina 

Las cadherinas son glicoproteínas transmembranales dependientes de calcio 

responsables de las uniones célula-célula. Al igual que las integrinas, tienen un 
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dominio extracelular, uno transmembranal y uno intracelular. La región extracelular 

tiene 5 dominios con sitios de unión al catión divalente de calcio que les permiten 

formar dímeros funcionales con otra molécula de cadherina adyacente. Estos 

dímeros son capaces de interactuar con los dímeros de cadherina de células 

vecinas. La región intracelular interactúa con el citoesqueleto por medio de las 

cateninas, que son otras proteínas citoplasmáticas (Sánchez et al., 2005; Trejo, 

2008) (Figura 6). 

La E-cadherina (epithelial) o uvomorulina se expresa únicamente en células 

epiteliales en organismos adultos y suele encontrarse en las uniones adherentes, 

que son complejos proteicos de adhesión intercelular localizados en la membrana 

plasmática, en un sitio más basal que las uniones estrechas (Fukuda & Sugihara, 

2008). Sin embargo, se expresa también en las células tempranas de embriones 

de mamíferos y se sabe que juega un papel indispensable en la compactación 

celular y la formación del blastocisto (Frenette & Wagner, 1996; Floridon et al., 

2000). 

 

Figura 6. E-cadherina en uniones adherentes. Modificado de Perry et al., 2009. 

 

3.4.4.1 Papel de E-cadherina en el útero y blastocisto de rata durante 

la gestación temprana 

Se ha observado E-cadherina en blastocistos humanos (Campbell et al., 1995; 

Bloor et al., 2002; Liu & Xing, 2003) y CELU humanas (Thie et al., 1995), así como 

http://humrep.oxfordjournals.org/content/21/11/3014.long#ref-12
http://humrep.oxfordjournals.org/content/21/11/3014.long#ref-11
http://humrep.oxfordjournals.org/content/21/11/3014.long#ref-11
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la formación de un complejo similar a los desmosomas entre la superficie celular 

apical del trofoblasto y el endometrio humano durante la implantación (Lindenberg 

et al., 1986). También se ha detectado una disminución de E-cadherina en los 

sitios de contacto entre célula y célula epitelial como respuesta a un aumento en la 

concentración intracelular de calcio (Li et al., 2002). Estas observaciones sugieren 

que las CELU cambian su polaridad después del contacto inicial con el trofoblasto 

y que esta redistribución de moléculas de adhesión es afectada por el catión 

divalente de calcio (Gumbiner, 1992). 

De igual manera, en un estudio in vitro con células Ishikawa y JAR (células de 

características semejantes al trofoblasto), se observó una mayor capacidad de 

adhesión entre ellas al aumentar la expresión de E-cadherina de forma exógena 

(Shirane et al., 2012). Además, se ha detectado su expresión en el endometrio de 

mujeres sanas en la fase de peri-implantación (Dawood et al., 1998). 

Así mismo, se ha observado que durante la gestación temprana en la rata, la 

expresión de la E-cadherina es lateral en el día 3 y apical en el día 6 en la 

membrana plasmática de las CELU (Slater et al., 2002; Reuss et al., 1996). 

También se ha localizado por ensayos inmunohistoquímicos en la región apical de 

la membrana endometrial del útero de ratón en la fase de peri-implantación, 

siendo mayor su expresión en los sitios de implantación (Jha et al., 2006).  

En un estudio en el que se expuso a ratones hembra preñadas del DG2 al DG8 a 

un macho distinto al presentado para el apareamiento, se observó un decremento 

en el número de sitios de implantación al DG6 y al DG8. Esta disminución se vio 

acompañada de un aumento en el área luminal uterina y un decremento en los 

niveles de E-cadherina uterina y P4 sérica (Rajabi et al., 2014). 

En blastocistos de ratón se ha observado E-cadherina en la interfase célula-célula 

(Fleming et al., 2001; Watson & Barcroft, 2001) y un tratamiento in vitro de 

embriones compactos de ratón con un anticuerpo neutralizador de E-cadherina 

resultó en la pérdida de compactación y viabilidad de los mismos (Thomas et al., 

2004). En otro estudio, embriones de ratón sin E-cadherina mostraron un 
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desarrollo defectuoso y no fueron capaces de implantarse (Larue et al. 1994; 

Riethmacher et al. 1995). 

Ya que la E-cadherina se encuentra tanto en el epitelio luminal como en el 

trofoblasto, ayuda en la compactación del blastocisto, causa que el útero se cierre 

y fomenta la adhesión entre el blastocisto y el epitelio uterino, se concluye que 

tiene un papel importante en la adhesión inicial del embrión al útero y en la 

implantación (Coutifaris et al. 1991; Slater et al., 2002; White & Plachta, 2015) y 

que su expresión se regula de manera hormonal (promovida por P4) (Jha et al., 

2006) y epigenética por medio de la metilación del DNA (Rahnama et al., 2009).  

3.4.4.2 Efecto del BPA sobre la expresión de E-cadherina 

En cuanto al posible efecto del BPA sobre esta proteína, en un estudio en el que 

se les administró de forma subcutánea diferentes dosis de BPA (3, 4 o 5 mg/día) a 

ratones hembra preñadas del DG2 al DG5, se observó al DG6 un aumento en el 

área luminal así como una disminución en la proporción de células epiteliales que 

expresaron E-cadherina con las dos dosis más altas. Adicionalmente, se observó 

una disminución en el número de sitios de implantación al combinar la exposición 

al BPA con estrés por depredador (Borman et al., 2015). 

Debido a su papel en la compactación y desarrollo del blastocisto, la disminución 

del área luminal en la gestación y la adhesión del trofoblasto al epitelio luminal 

uterino, se deduce que la alteración en sus patrones y/o niveles de expresión 

podría resultar en una fertilidad reducida. 

3.5 Uniones estrechas 

Como ya se ha mencionado, parte de la transformación de la membrana 

plasmática es la modificación de las estructuras de unión que están asociadas al 

tercio superior de la membrana plasmática lateral de las CELU. Estas uniones se 

conocen como uniones estrechas. 

Las uniones estrechas o “tight junctions” (TJ) en inglés, son redes proteicas 

intercelulares que regulan el paso de solutos por vía paracelular e imparten 
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polaridad a las células epiteliales al separar el dominio basolateral de la 

membrana plasmática del apical, ya que inhiben la distribución libre de moléculas 

como lípidos y otras proteínas (Farquhar & Palade, 1963; Schneeberger & Lynch, 

1992; Gumbiner, 1993). Estos complejos arreglos compuestos por más de 40 

proteínas diferentes, están organizados como un grupo de proteínas 

transmembranales acopladas a un set de proteínas submembranales que actúan 

como puentes conectando el complejo al citoesqueleto de actina.  

Las TJ son estructuras dinámicas cuya permeabilidad cambia en respuesta a una 

gran variedad de estímulos externos (Cohen et al., 1985), así sean condiciones 

fisiológicas normales (Gilula et al., 1976; Mendoza-Rodríguez et al., 2005) o 

patológicas (Alavi et al., 1983).  

3.5.1 Uniones estrechas en el útero de rata durante la gestación temprana 

Al observar las proteínas de las uniones estrechas durante el ciclo estral de la 

rata, se encontró que existía una mayor cantidad en el proestro y en el estro, 

cuando los niveles de estrógenos y P4 están en su máximo (Mendoza-Rodríguez 

et al., 2005). Además, estudios previos de criofractura han demostrado que la 

complejidad geométrica de las TJ del epitelio luminal uterino se incrementa con el 

tratamiento con P4, hormona sumamente influyente en el endometrio uterino en los 

primeros días de la gestación. Se demostró que altos niveles de estrógenos, como 

los que existen en el proestro y en el DG1, resultan en una unión estrecha con 

pocas interconexiones, lo que es congruente con el edema estromal observado en 

este tiempo. Sin embargo, al momento de la implantación la unión estrecha 

incrementa tres veces su profundidad a lo largo de la membrana plasmática lateral 

(Murphy et al., 1993 & 2000a). La estimulación con estrógenos resulta en una 

unión estrecha de fibras paralelas y una estimulación con P4 causa que la red 

proteica se extienda hacia el dominio basolateral de las células y que se generen 

más interacciones que a su vez son geométricamente más complejas, lo que 

resulta en una unión más impermeable como la deseada en el momento de la 

implantación.  
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Se han observado cambios en la morfología de las uniones estrechas (TJ) que 

sugieren que estas se hacen más eficientes en bloquear la vía paracelular para 

preservar el contenido del fluido uterino luminal en el momento de la implantación 

(Murphy et al., 1982). Por lo tanto, la función de las TJ en el epitelio luminal uterino 

parece estar involucrada en controlar el volumen y la composición del fluido 

luminal en el momento en el que el blastocisto se está desarrollando y adhiriendo 

(Murphy et al., 1982; Nicholson et al., 2010). 

Con respecto al BPA, en un estudio en el que se trató perinatalmente a ratas 

Wistar con dos dosis diferentes del compuesto (0.05 mg/kg de pc/día o 20 mg/kg 

de pc/día), se evaluaron diversas proteínas de uniones estrechas en la gestación 

temprana de las hembras al alcanzar la madurez sexual. Se observaron cambios 

en la composición de las TJ con ambas dosis, correlacionando con una 

disminución en el número de sitios de implantación. Las diferencias en los 

patrones de distribución y niveles de las proteínas de uniones estrechas podrían 

estar desregulando el transporte paracelular antes, durante y después de la 

implantación, alterando así la composición del fluido luminal uterino en la 

gestación temprana, el desprendimiento de las células epiteliales para permitir la 

penetración del blastocisto y la formación de la barrera estromal que protege al 

embrión del sistema inmune materno (Martínez-Peña et al., 2017). 

3.5.2 Ocludina 

La ocludina es una proteína integral de las TJ que está involucrada en la 

determinación de la permeabilidad epitelial y constituye, junto con las claudinas,  

los filamentos de las TJ que se observan por criofractura (Tsukita et al., 2001). 

Tiene 4 dominios transmembranales, dos loops extracelulares ricos en tirosina y 

glicina, un dominio amino-terminal citoplasmático corto y un dominio carboxilo-

terminal citoplasmático muy grande involucrado en la interacción de la ocludina 

con proteínas de uniones estrechas citoplasmáticas como ZO-1 que interactúan 

con los filamentos del citoesqueleto (Ando-Akatsuka et al., 1996; Furuse et al., 

1993) (Figura 7).  
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Figura 7. Ocludina en uniones estrechas. Modificado de Mateo et al., 2015. 

 

La ocludina es un gen único que da lugar a muchas variantes obtenidas por 

procesamiento alternativo (Ghassemifar et al., 2002) y la cantidad de ocludina en 

un tejido está inversamente relacionada con su permeabilidad. Existe evidencia 

que demuestra que al aumentar la cantidad de ocludina en las uniones estrechas, 

aumenta su estabilidad, adhesión y estrechez (Van-Itallie & Andersen, 1997; 

Leach et al., 2000) y que interactúa con las claudinas para regular la 

permeabilidad celular (Balda et al., 2000).  

3.5.2.1 Expresión de ocludina en el útero de rata durante la gestación 

temprana 

Estudios demuestran que la ocludina no se observa en los primeros días de 

gestación, sino que aparece con una señal apical en la membrana plasmática 

lateral de las CELU en el DG6, que es el momento en el que se lleva a cabo la 

implantación, por lo que se sugiere que juega un papel importante en este proceso 

(Orchard et al., 2002; Nicholson et al., 2010). 

En un experimento, se estudió la expresión de ocludina en cuatro grupos de ratas. 

El primer grupo constaba de ratas preñadas (estudiadas a los días 1 y 6 de 

gestación), el segundo de ratas ovarectomizadas tratadas con estrógenos, el 

tercero de ratas ovarectomizadas tratadas con P4 y el cuarto de ratas 

ovarectomizadas tratadas con estrógenos y P4. La señal de ocludina se observó 
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en todos los grupos a excepción del que únicamente fue tratado con estrógenos, 

por lo que se deduce que su expresión está regulada por P4. Se sugirió también 

que es probable que exista un pool citoplasmático de ocludina que migra en el 

momento de la implantación hacia las uniones estrechas (Nicholson et al., 2010). 

Además de las funciones ya mencionadas, la ocludina se expresa en las células 

estromales decidualizadas de la zona decidual primaria para formar una barrera 

que rodea al embrión con la pérdida de las células epiteliales adyacentes. La zona 

decidual primaria, inducida por el blastocisto, es impermeable a las 

inmunoglobulinas, lo que sugiere que la expresión de las proteínas de las uniones 

estrechas inducidas por el trofoblasto forman una barrera temporal en las células 

de la zona decidual primaria que impide el paso de moléculas dañinas, como las 

inmunoglobulinas maternas, hacia el embrión (Wang et al., 2004d) y ya que el 

éxito de un embarazo depende de la protección y el crecimiento del embrión 

dentro del micro-ambiente uterino, estas proteínas son de suma importancia. 

Además, la ocludina se observa en la membrana desde la etapa de mórula tardía 

(Sheth et al., 2000b). En un estudio en el que se trató a embriones de ratón con 

anticuerpo contra ocludina, se observó que esta proteína estaba involucrada en el 

establecimiento de la cavidad del blastocisto y en la regulación de su 

permeabilidad, por lo que se concluyó que el desarrollo de las uniones estrechas 

es crítica para la formación del trofoectodermo (Kim et al., 2004). 

3.5.2.2 Efecto del BPA sobre la expresión de ocludina 

Con respecto a su relación con el BPA, en un estudio previo realizado por nuestro 

grupo de investigación en el que se trató perinatalmente a ratas con el compuesto, 

se demostraron alteraciones en la localización y los niveles de ocludina en las 

CELU de los sitios de implantación (DG6). Estos cambios fueron más significativos 

en el patrón de distribución que en los niveles proteicos, ya que se observó una 

señal de ocludina en el citoplasma de las células epiteliales y estromales con la 

dosis baja, y una apical y nuclear en las células epiteliales con la dosis alta 

(Martínez-Peña, 2014). De acuerdo con la literatura (Nicholson et al., 2010), en el 
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momento de la implantación, la ocludina debería observarse en las zonas de las 

uniones estrechas y ya no presentar señal citoplasmática, por lo que las señales 

de ambos grupos tratados podrían sugerir que la proteína no migró del citoplasma 

a la membrana plasmática como sugiere la teoría y por lo tanto las ratas 

presentaron uniones estrechas más permeables que, como se ha mencionado, no 

son deseables en el momento de la implantación.  
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4. Planteamiento del problema  

En los últimos años se ha observado un aumento en la infertilidad y en la 

prevalencia de enfermedades reproductivas en el ser humano, por lo que se han 

realizado diversos estudios que buscan encontrar una explicación para estos 

fenómenos. Dentro de los resultados obtenidos, se han señalado a los disruptores 

endócrinos como posibles substancias involucradas en el decremento de las tasas 

de embarazo, ya que estos compuestos exógenos al organismo tienen la 

capacidad de alterar la homeostasis de los sistemas endócrino y reproductivo 

tanto de hombres como de mujeres. 

Un disruptor endócrino al cual estamos actualmente expuestos, debido a su 

presencia en empaques alimentarios, es el bisfenol-A, por lo que el estudio de sus 

efectos sobre el organismo es de suma importancia. Existen estudios en los que 

se han demostrado las consecuencias sobre la salud reproductiva que tiene la 

ingesta de este compuesto tanto en la etapa adulta como en etapas críticas del 

desarrollo, como la gestación y la lactancia, siendo más relevante en estas 

últimas. Sin embargo, pocos estudios se han especializado en los mecanismos a 

nivel molecular por los cuales actúa el BPA y el posible efecto aditivo de la 

exposición de ambos padres al compuesto, por lo que el presente proyecto, 

además de observar los efectos del BPA sobre algunos parámetros reproductivos 

en 4 grupos experimentales (hembra control-macho control (♀C-♂C), hembra 

tratada-macho control (♀B-♂C), hembra control-macho tratado (♀C-♂B) y hembra 

tratada-macho tratado (♀B-♂B)), se enfocará en el estudio de tres proteínas de 

adhesión y una de uniones estrechas que son importantes en el proceso de 

implantación en la rata, tanto en el epitelio luminal uterino como en el blastocisto.  
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5. Hipótesis  

Debido a los efectos conocidos del disruptor endócrino bisfenol-A sobre la 

homeostasis del sistema endócrino y reproductivo, sobre todo en periodos críticos 

del desarrollo, se espera observar en las crías de madres tratadas: 

 - Alteraciones en los niveles y/o patrones de distribución de proteínas de adhesión 

y de uniones estrechas en el epitelio luminal uterino que correlacionen con un ciclo 

estral alterado y un menor número de sitios de implantación, y que estas 

alteraciones sean más evidentes cuando ambos padres han sido expuestos al 

compuesto. 

 - Una disminución de los niveles de proteína de adhesión en los blastocistos 

obtenidos de padres tratados. 
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6. Objetivo general 

Evaluar el efecto de un tratamiento perinatal con el disruptor endócrino bisfenol-A 

sobre parámetros reproductivos (regularidad del ciclo estral y número de sitios de 

implantación) en la rata, así como los niveles y la distribución de proteínas de 

adhesión y uniones estrechas involucradas en la implantación y el efecto sobre la 

gestación cuando ambos padres han sido tratados. 

 

6.1 Objetivos particulares 

Evaluar el efecto del tratamiento durante la gestación y lactancia con la ingesta 

diaria admisible (IDA) de bisfenol-A (0.05 mg/kg de peso corporal/día) en ratas 

(F0) sobre: 

A) El tiempo de gestación y el número de crías al nacimiento y al destete. 

B) El peso y la distancia anogenital de la generación F1 al día del destete. 

C) El ciclo estral de las hembras F1 al alcanzar la madurez sexual. 

D) El número de sitios de implantación de la generación F1 para ambos 

padres control, un padre tratado y uno control (ambas combinaciones) y 

ambos padres tratados. 

E) Los niveles y patrones de distribución, en la generación F1, de proteínas 

de adhesión (paxilina, talina y E-cadherina) y de uniones estrechas 

(ocludina) en el epitelio luminal uterino de los sitios de implantación al día 6 

de gestación, así como E-cadherina en los blastocistos (F2) al día 5 de 

gestación para ambos padres control, un padre tratado y uno control 

(ambas combinaciones) y ambos padres tratados. 
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7. Metodología  

7.1 Animales de experimentación 

Se utilizaron animales (Rattus norvegicus, cepa Wistar) del Bioterio Harlan de 

México de entre 200 y 250 g de peso bajo estrictos controles de periodos 

luz:obscuridad 12h:12h, a 23 +/- 1°C y humedad relativa de 50%, con agua y 

comida ad libitum, mantenidos en cajas de 45 cm x 24 cm x 20 cm, con un máximo 

de 5 animales por caja. Este estudio fue aprobado por el comité de ética (CICUAL) 

de la Facultad de Química con número de protocolo OFICIO/FQ/CICUAL/107/15. 

7.2 Monitoreo del ciclo estral y apareamiento 

Para el monitoreo del ciclo estral de las 20 ratas iniciales, se tomó un frotis vaginal 

y se llevó a cabo una tinción con hematoxilina y eosina (H/E) para analizarlo al 

microscopio. Esta tinción se realizó aplicando directamente hematoxilina sobre el 

frotis, enjuagando con agua transcurridos 8 minutos y sumergiendo en una 

solución saturada de carbonato de litio durante unos segundos antes de dejar 

secar para aplicar eosina durante 3 minutos y finalmente enjuagar con etanol al 

70%. 

El ciclo estral de la rata dura entre cuatro y cinco días y consta de cuatro etapas 

(proestro, estro, metaestro y diestro), es decir, aproximadamente una por día, sin 

embargo en ocasiones la etapa del estro puede durar dos días. De acuerdo con el 

tipo de células predominante en el frotis, se pudo definir la etapa en la que se 

encontraba cada rata, ya sea proestro (células redondeadas con un núcleo bien 

definido teñido de azul y agrupadas en racimos de color violeta), estro (frotis muy 

abundante de células de descamación que se asemejan a hojuelas con bordes 

irregulares y sin núcleo que se tiñen de rosa intenso), metaestro (leucocitos de 

color violeta y mucho más pequeños que el resto de las células) o diestro (sin 

predominio de algún tipo de célula y de frotis escaso) (Figura 8). Se llevó a cabo 

esta operación de forma cotidiana con todas las ratas durante al menos dos ciclos 

regulares antes de proceder con el experimento. 
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Proestro Estro Metaestro Diestro 

    

Figura 8. Las cuatro etapas del ciclo estral de la rata. Tinción H/E. 

 

Después de seleccionar a las hembras con ciclos regulares, se procedió a 

aparearlas. Con base en el monitoreo, se observó el día en el que la hembra era 

receptiva al macho, se colocó a este último en la caja de la hembra a las seis de la 

tarde y se removió a las once de la mañana del día siguiente. El frotis de la 

hembra a aparear debía mostrar un proestro en la mañana de la monta, puesto 

que es en la etapa del estro cuando es receptiva al macho. Inmediatamente 

después de remover al macho, se le tomó frotis vaginal a la hembra con el fin de 

verificar la gestación. El frotis teñido de la hembra debía mostrar espermatozoides 

el día posterior a la monta para que este día fuera considerado como el día 1 de 

gestación (DG1) (Figura 9). 

 

Figura 9. Frotis vaginal de una rata hembra en el primer día de gestación. Se observan células 
epiteliales cornificadas y espermatozoides. Tinción H/E. 
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7.3 Tratamiento farmacológico de la generación F0 

Una vez verificada la gestación de la rata, se clasificó en alguno de los dos 

grupos, ya sea control o tratada con BPA. Desde la monta y hasta el día del 

nacimiento, cada rata se alojó sola en una caja, en donde permaneció con sus 

crías hasta el día del destete. Durante los primeros días de gestación, se 

monitoreó el volumen de ingesta de agua con el fin de ajustar la dosis.  

Como ya se mencionó, se decidió utilizar la IDA establecida para el bisfenol-A 

(0.05 mg /kg de pc al día) debido a que el conocimiento y las regulaciones 

actuales mencionan que no debería observarse un efecto adverso con ella, sin 

embargo se ha llegado a cuestionar este dato y la manera de calcularlo y se han 

observado efectos a dosis equivalentes y más bajas (Kyong et al., 2012; Cabaton 

et al., 2011; Salian et al., 2009b; Miyawaki et al., 2007; Vandenberg et al., 2012; 

Vandenberg, 2014). 

Para preparar el tratamiento, se consideró el volumen de ingesta de agua así 

como el peso de cada rata para ajustar la dosis. Se disolvió el BPA en etanol 

absoluto y esta disolución se agregó al 0.1% al agua de bebida de los animales, 

que se suministró en botella de vidrio para evitar que compuestos provenientes de 

botellas de plástico que contuvieran policarbonato interfirieran con los resultados. 

Se decidió suministrar de esta manera el compuesto ya que por medio de la 

ingesta es la principal forma de exposición de los humanos al BPA. Así, el grupo 

control únicamente ingirió agua destilada con etanol al 0.1%. Las hembras 

preñadas recibieron el tratamiento a partir del DG6 y hasta el día postnatal 21, que 

corresponde al día del destete de sus crías (Figura 10).  

Se eligió esta ventana de exposición debido a que en los estudios de toxicidad 

para el desarrollo, uno de los principales ensayos in vivo de disrupción endócrina 

propuestos es el ensayo in utero + lactancia de desarrollo en el cual se trata a la 

hembra al menos desde la implantación y se busca estudiar alteraciones 

reproductivas incluyendo las neuroconductuales, de actividad, hormonales, 

malformaciones, pubertad, espermatogénesis, etc. (Repetto & Repetto, 2009).  
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Además de observar posibles efectos en la implantación en esta ventana, se sabe 

que el sistema nervioso en la rata comienza a inducirse a partir de la gastrulación 

y, ya que se ha sugerido que el mecanismo de acción del BPA podría ser a nivel 

del eje hipotálamo-hipófisis-gónada, la administración del compuesto en ese 

momento podría resultar en efectos observables. En cuanto al sistema 

reproductivo, la diferenciación de órganos propiamente dicha comienza a partir del 

DG12 y, a pesar de que la mayor parte de la organogénesis termina a los 15 días, 

el útero se sigue desarrollando y diferenciando (diferenciación del endometrio, el 

miometrio y el perimetrio, desarrollo de glándulas endometriales, organización y 

estratificación de estroma endometrial) dos semanas después del nacimiento 

(Dunlap et al., 2011; Medlock et al., 1995), por lo que la exposición en ese periodo 

a un disruptor endócrino podría resultar en consecuencias irreversibles y a largo 

plazo.  

7.4 Caracterización fenotípica de la generación F1 

Para cada camada se registró el número de días de gestación, el número de crías 

nacidas vivas y muertas y el número de crías vivas al día del destete. Este último 

día, es decir, el día postnatal 21, se separó a la madre de su camada, se sexaron 

las crías y se separaron machos de hembras. Cada cría fue pesada y se 

determinó su distancia anogenital (DAG). Se les marcó y colocó agua libre de BPA 

y comida ad libitum para dejarlas alcanzar la madurez sexual. 

7.5 Evaluación de parámetros reproductivos (F1) 

Una vez alcanzada la madurez sexual (más de 3 meses de edad), se monitoreó 

nuevamente el ciclo estral de las hembras F1 con el fin de comparar la regularidad 

de las hembras tratadas con las hembras control. De igual manera y con base en 

el monitoreo del ciclo, se procedió a aparear a las hembras de la generación F1 

con machos F1 de tal manera que se generaron los cuatro grupos experimentales 

ya mencionados: hembra control-macho control (♀C-♂C), hembra tratada-macho 

control (♀B-♂C), hembra control-macho tratado (♀C-♂B) y hembra tratada-macho 
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tratado (♀B-♂B). Ninguna de las parejas estaba emparentada para evitar el efecto 

de otro tipo de factores sobre la fertilidad. 

Al DG6, las hembras recibieron una inyección intravenosa de 350 μL de una 

solución al 0.5 % de azul de Evans en solución salina fisiológica (NaCl 0.15 M) 

treinta minutos antes de ser sacrificadas, de manera que al observar el útero, los 

sitios de implantación se tiñeron con el colorante debido a su amplia 

vascularización y fueron fácilmente identificables. Se sacrificaron por decapitación 

cinco hembras al DG6 para cada uno de los cuatro grupos. Las ratas fueron 

anestesiadas antes del sacrificio. 

7.6 Obtención de blastocistos (F2) 

Se sacrificaron hembras preñadas a las 17:00 horas del DG5, cuando los 

blastocistos no se han implantado aún pero la mayoría ha perdido su zona 

pelúcida, que es una capa de glicoproteínas que lo protege en las etapas 

tempranas de gestación e impide su implantación prematura. Se extrajeron los 

cuernos uterinos y se lavaron con buffer de fosfatos PBS (NaCl 0.137 M, KCl 

0.00268 M, Na2HPO4 0.01014 M, KH2PO4 0.00176 M; pH 7.4) para recolectar los 

blastocistos con el fin de realizar ensayos de inmunofluorescencia. 

 

Figura 10. Diseño experimental del proyecto. DPN: día postnatal. 
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7.7 Procesamiento de los tejidos 

Se obtuvo, en el momento del sacrificio, una muestra de aproximadamente 5 mm 

de cada sitio de implantación del útero al DG6. Se separaron segmentos para los 

análisis de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia y para el de Western blot. 

Para los ensayos de inmunofluorescencia con cortes en congelación, los 

segmentos fueron embebidos en un medio crioprotector (“Tissue Freezing 

Medium” de Jung) dentro de un tubo eppendorf y sumergidos en hexano super 

enfriado con hielo seco para ser almacenados en un Revco a -70°C. 

Posteriormente, las muestras fueron cortadas con un criostato KEDEE modelo KD-

2850 y estos cortes de 8 μm fueron transferidos a portaobjetos previamente 

tratados con poli-L lisina (50 μg de poli-L lisina/mL de tris-HCl 10 mM, pH 8.0). 

Para este tratamiento, los portaobjetos fueron limpiados con una gasa impregnada 

con etanol al 96 % y sumergidos durante treinta minutos en una solución de poli-L 

lisina (50 μg de poli-L lisina/mL de tris-HCl 10 mM, pH 8.0)  para posteriormente 

ser secados y repetir la operación otras dos veces. Las muestras fueron tratadas 

al vacío durante 30 minutos y almacenadas en un Revco a -70°C para su posterior 

análisis.  

Para los ensayos con cortes en parafina, las muestras fueron fijadas con una 

solución al  4 % de paraformaldehído en PBS durante 2 horas y posteriormente se 

lavaron con una solución de PBS. Se procesaron estas 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 bloques de 

parafina que fueron cortados (5 μm) con un microtomo Leica modelo RM2145 y 

transferidos a portaobjetos previamente tratados con poli-L-lisina como ya se 

mencionó.  
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Para el análisis de Western blot, los segmentos fueron almacenados en un buffer 

de lisis a -70°C para su posterior análisis. 

7.8 Estudio de los niveles de proteína 

7.8.1 Ensayo de Inmunofluorescencia 

7.8.1.1 Cortes en congelación 

Para los cortes en congelación de los sitios de implantación, las muestras fueron 

tratadas 10 minutos al vacío antes de ser sumergidas durante 3 minutos en 

acetona en hielo. Después de un baño de 5 minutos en PBS, se sumergieron 

durante 10 minutos en Tritón x-100 al 0.25% en PBS y posteriormente se les 

dieron otros tres baños de 5 minutos en PBS. Después, se les agregó albúmina al 

0.5% en PBS durante 30 minutos antes de dejarlas incubando con el anticuerpo 

primario en albúmina al 0.5% en PBS durante toda la noche a 4°C. Los 

anticuerpos primarios fueron preparados de acuerdo con las sugerencias del 

fabricante: Mouse anti-Integrin β3/GTX40146 de GeneTex a 1.1 mg/mL (intervalo 

de dilución 1:50-1:500), Mouse anti-Integrin β3/SC-365679 de Santa Cruz 

Biotechnology a 200 μg/mL (intervalo de dilución 1:50-1:500), Rabbit anti-Integrin 

β3/SC-14009 de Santa Cruz Biotechnology a 200 μg/mL (intervalo de dilución 

1:50-1:500), Goat anti-Integrin β3/SC-6627 de Santa Cruz Biotechnology a 200 

μg/mL (intervalo de dilución 1:50-1:500), Rabbit anti-Talin/SC-15336 de Santa 

Cruz Biotechnology a  200 μg/mL (dilución 1:50), Rabbit anti-Paxillin/SC-5574 de 

Santa Cruz Biotechnology a 200 μg/mL (dilución 1:50), Mouse anti-E-

cadherin/610181 de BD Biosciences a  250 μg/mL (dilución 1:100) y Mouse anti-

Occludin/331500 de Life Technologies a 100 μg/200 μL (dilución 1:100). Al día 

siguiente, las muestras recibieron tres lavados de 10 minutos en PBS y se dejaron 

incubando con el anticuerpo secundario 1:100 en PBS (Donkey anti-Goat 

acoplado a FITC/705-095-147 de Jackson Immunoresearch, Goat anti-Rabbit 

acoplado a Alexa Fluor®488/A-11034 de Invitrogen y Donkey anti-Mouse acoplado 

a FITC/715-095-151 de Jackson Immunoresearch) durante dos horas a 

temperatura ambiente. Tras otros tres baños de 10 minutos en PBS, se montaron 
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las muestras agregando medio de montaje para fluorescencia adicionado con 

DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol).  

El ensayo de inmunofluorescencia tiene como fin obtener una señal de manera 

que sea posible observar la localización y distribución de las proteínas de interés 

en el tejido, así como comparar la proporción de cada una de ellas en los distintos 

grupos experimentales, ya que una señal más intensa corresponde, en general, a 

una mayor cantidad de proteína. Además de la evaluación empírica de este 

parámetro, es posible llevar a cabo una cuantificación densitométrica para 

distinguir diferencias en los niveles de la proteína de interés entre los grupos 

experimentales. En el presente proyecto, esta cuantificación fue llevada a cabo 

con el programa ImageJ®, analizando los cortes de los 5 animales de cada grupo. 

Para ello, se omitió la señal del DAPI, se delimitó de manera manual la región 

celular a evaluar (apical, lateral o basal) y se obtuvieron de 2 a 6 valores de 

densidad óptica por corte. Estos valores fueron promediados de manera que se 

obtuvo un solo valor de densidad óptica por animal. Se consideraron los valores 

de los 5 animales en el análisis estadístico. Cabe destacar que el análisis de la 

región lateral de las CELU fue ligeramente distinto al de las regiones apical y 

basal, ya que mientras que las señales apical y basal fueron continuas a lo largo 

de la membrana plasmática de las CELU, los valores de densidad óptica lateral 

obtenidos incluyeron también la región citoplasmática media de las células. 

  7.8.1.2 Cortes en parafina  

Se desparafinaron las muestras a 60°C durante 20 minutos y se rehidrataron 

tratándolos 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 último 

agua destilada. Posteriormente, se colocaron en una solución de citrato de sodio 

10 mM a pH 6 previamente hervida y se calentaron durante 10 minutos en horno 

de microondas. Se repitió este último paso una vez más. Tras dejar enfriar, se 

lavaron los tejidos por 5 minutos con PBS dos veces y se colocaron media hora en 

Tritón x-100 al 0.5% en PBS. Nuevamente se les dieron dos lavados de 5 minutos 

con PBS y se les trató por media hora con albúmina al 5% en PBS. Transcurrida la 
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media hora, se agregó el anticuerpo primario en Tritón x-100 al 3% en PBS y se 

dejó incubar en refrigeración toda la noche. Al día siguiente, se les dieron a los 

tejidos otros dos lavados de 5 minutos con PBS, se agregó el anticuerpo 

secundario en PBS y se dejó incubar durante 2 horas. Por último, se realizaron 

otros dos lavados de 5 minutos con PBS y se montaron las muestras agregando 

medio de montaje para fluorescencia adicionado con DAPI. Se utilizaron los 

mismos anticuerpos que en el ensayo con cortes en congelación en los mismos 

intervalos de dilución. 

7.8.1.3 Blastocistos 

Inmediatamente después de ser recolectados del útero con PBS, los blastocistos 

fueron fijados en paraformaldehído al 4% en PBS durante 10 minutos. Después de 

un baño de 5 minutos en PBS, los blastocistos se trataron con Tritón x-100 al 1% 

en PBS por 10 minutos y recibieron otro lavado de 5 minutos con PBS. 

Posteriormente, fueron tratados con BSA (albúmina sérica bovina) al 0.5 % en 

PBS durante 10 minutos y por último, se incubaron toda la noche a 4°C con el 

anticuerpo primario en Tritón x-100 al 1% en PBS. Al día siguiente, después de un 

lavado de 5 minutos con PBS, se agregó el anticuerpo secundario y se dejó 

incubando durante 2 horas a temperatura ambiente en cámara húmeda. Por 

último, tras otro baño de 5 minutos en PBS, se montaron las muestras agregando 

medio de montaje para fluorescencia adicionado con DAPI. Para este ensayo se 

utilizaron los mismos anticuerpos que en los ensayos en útero a las mismas 

concentraciones. 

Al igual que con los cortes de útero, se llevó a cabo una cuantificación 

densitométrica de la señal obtenida con los ensayos de inmunofluorescencia de 

los blastocistos. De igual manera, se utilizó el programa ImageJ® y se analizaron 

todos los blastocistos de los cuatro grupos experimentales de manera individual. 

La fluorescencia de todos los ensayos se examinó y se capturó la imagen con un 

microscopio confocal (Olympus FV1000). Para los controles negativos de todos los 

ensayos, se omitió el anticuerpo primario. 
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7.8.2 Ensayo de inmunohistoquímica revelado con diaminobencidina (DAB) 

Como ya se describió, los cortes de los tejidos incluidos en parafina, se 

desparafinaron y rehidrataron, se sumergieron en citrato de sodio 10 mM a pH 6 

durante 10 minutos en horno de microondas en dos ocasiones y, tras lavar con 

PBS, se bloqueó la peroxidasa endógena colocándolos  en H2O2 al 3% en PBS 

durante media hora antes de ser permeabilizados durante otra media hora en 

Tritón x-100 al 0.5% en PBS. Seguido de dos lavados en PBS, se les colocó 

albúmina al 5% en PBS adicionado con H2O2 al 1% durante media hora y se 

agregó el anticuerpo primario en Tritón x-100 al 3% en PBS para incubarlo toda la 

noche a 4°C en cámara húmeda. Se utilizaron los mismos anticuerpos anti-

Integrina β3 que en los ensayos de fluorescencia en los mismos intervalos de 

dilución. Al día siguiente, tras otros dos lavados con PBS, se agregó el anticuerpo 

secundario y se amplificó la señal con el complejo Avidina-Biotina de acuerdo con 

las instrucciones del fabricante (PK-6101 Rabbit IgG Vectastain ABC Kit®, PK-

6102 Mouse IgG Vectastain ABC Kit® y PK-6105 Goat IgG Vectastain ABC Kit®). 

Finalmente, se reveló con el kit de diaminobencidina (DAB) y peroxidasa “DAB 

Peroxidase (HRP) Substrate kit” SK-4100 de Vector Laboratories y se montó con 

Organo/limonene mount.  

7.8.3 Extracción de proteína y Western Blot 

Los sitios de implantación fueron cortados longitudinalmente y raspados con un 

bisturí de manera que se obtuvo únicamente el epitelio luminal uterino. Estas 

muestras fueron homogeneizadas en buffer de lisis RIPA con inhibidores de 

proteasas (Complete Ultra Tablets (Roche)) utilizando un sonicador (3 minutos: 30 

on, 20 off a 35% de amplitud) y un método mecánico con jeringa de insulina (30 

pases). Los homogeneizados fueron centrifugados a 14,000g durante 20 minutos 

a 4°C con el fin de remover el material insoluble. Se recuperó el sobrenadante y se 

almacenó a -70°C hasta su posterior análisis. El contenido proteico se determinó 

con el ensayo para proteínas de Bio-Rad Bradford (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA) con una curva patrón de BSA.  
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Una vez cuantificada la proteína de las muestras, se procedió a tomar el volumen 

de cada una de ellas equivalente a 30 μg de proteína y se homogeneizó (4:1) con 

buffer de carga Laemmli 5X. Estas alícuotas fueron calentadas a 92°C durante 5 

minutos y separadas por electroforesis en un gel SDS-PAGE cuya concentración 

dependía del tamaño de la proteína blanco (10% para ocludina de 65 kDa y 8% 

para E-cadherina de 120 kDa). Posteriormente fueron electrotransferidas a 

membranas de PVDF (polifluoruro de vinilideno) utilizando un sistema de 

transferencia húmedo en frío (Bio-Rad Laboratories). Las membranas fueron 

bloqueadas durante 1 hora a temperatura ambiente con leche descremada en 

polvo al 10% en TBS-T (NaCl 0.137 M, KCl 0.0027 M, Tris-base 0.019 M, Tween 20 

1:1000; pH 7.6)  y al terminar se incubaron con el anticuerpo primario a 

temperatura ambiente durante toda la noche. Para las proteínas de interés, se 

utilizaron los mismos anticuerpos que en los ensayos de inmunofluorescencia con 

diferentes diluciones: Mouse anti-E-cadherin/610181 de BD Biosciences a  250 

μg/mL (dilución 1:250) y Mouse anti-Occludin/331500 de Life Technologies a 100 

μg/200 μL (dilución 1:500). Al día siguiente, tras tres lavados de 10 minutos con 

TBS-T, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario preparado 

en TBS-T durante dos horas a temperatura ambiente. Se utilizaron los siguientes 

anticuerpos: Goat anti-Rabbit acoplado a peroxidasa/SC-2004 de Santa Cruz 

Biotechnology a 200 μg/0.5 mL (dilución 1:8300) y Goat anti-Mouse acoplado a 

peroxidasa/SC-2005 de Santa Cruz Biotechnology a 200 μg/0.5 mL (dilución 

1:5000). Finalmente, tras otros tres lavados de 10 minutos con TBS-T, las 

membranas fueron reveladas con DAB y peróxido de hidrógeno y escaneadas con 

el fin de realizar un análisis densitométrico. Se utilizó GAPDH (gliceraldherído-3-

fosfato deshidrogenasa) como estándar interno (Rabbit anti-GAPDH/SC-25778 de 

Santa Cruz Biotechnology a 200 μg/mL utilizado en una dilución 1:5800), por lo 

que los resultados se expresan como una relación entre la proteína de interés y 

GAPDH (37 kDa) con el fin de corregir el error de carga de cada muestra. Como 

marcador de peso molecular se utilizó Precision Plus ProteinTM KaleidoscopeTM 

Standards/161-0375 de Bio-Rad. 
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La cuantificación densitométrica de las membranas se llevó a cabo con el 

programa Image Studio 4.0 de LI-COR Biosciences. Para ello, se delimitaron 

manualmente las bandas obtenidas en cada muestra para la proteína interés y el 

estándar interno de manera que el área cuantificada fuera igual en todas las 

muestras de la membrana. Una vez obtenido el valor densitométrico de cada 

banda, se procedió a dividir el valor de la banda de la proteína de interés entre el 

valor de la banda del estándar interno de la misma muestra. Estos cocientes 

fueron los datos tomados en cuenta para el análisis estadístico.  

7.9 Análisis de los datos 

El análisis de los resultados obtenidos se llevó a cabo por medio de los programas 

Prism®, Microsoft Excel®, ImageJ®, Image Studio 4.0®, Adobe Photoshop® y FV10-

ASW1.7®.  

Se realizaron ya sea ANOVAs de un factor seguidos de una prueba de Dunnett o 

una prueba de T no pareada de dos colas con el fin de saber si existía diferencia 

estadística significativa (p<0.05) entre las ratas control y las tratadas con BPA. 
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8. Resultados  

8.1 Días de gestación y número de crías de la generación F0. 

Se monitoreó el nacimiento de las crías de cada rata y se registró el número de 

días de gestación a los cuales nacieron. De igual manera, se cuantificaron las 

crías de cada camada al nacer y al día del destete y se realizó un análisis 

estadístico con el fin de conocer si existía diferencia significativa entre los grupos. 

Los resultados se muestran en la tabla 1. 

Tabla 1. Días de gestación y número de crías del grupo control y del grupo tratado con BPA. 

 

 

Tratamiento 

Días de 

gestación  

(Promedio

±D.E.) 

 

Diferencia 

significativa  

Número de 

crías al 

nacimiento  

(Promedio±

D.E.) 

 

Diferencia 

significativa  

Número de 

crías al 

destete  

(Promedio±

D.E.) 

 

Diferencia 

significativa  

Control 23.00±0  

No 

9.85±2.54  

No 

9.57±2.57  

No BPA 23.20±0.42 10.50±3.1 10.11±3.26 

D.E.: desviación estándar. 

Mientras que las nueve camadas control nacieron al día 23 de gestación, dos de 

las diez camadas tratadas con BPA nacieron a los 24 días y todas fueron desde 8 

hasta 14 crías por camada. No se encontró diferencia significativa entre las 

medias del número de crías nacidas vivas, el número de crías al día del destete ni 

los días de gestación a los cuales nacieron. 

8.2 Aumento de la DAG al día del destete de la generación F1 

  
En la figura 11 se muestran las gráficas correspondientes al análisis comparativo 

entre el grupo control y el grupo tratado con BPA con respecto a la relación entre 

la distancia anogenital (DAG) y el peso al día del destete de los machos y las 

hembras F1. Se muestra como barra de color negro en la parte superior de los 

datos la desviación estándar de cada grupo. Para obtener estas gráficas se dividió 

la DAG de cada cría en mm entre la raíz cúbica de su peso en gramos de acuerdo 

con lo propuesto por Gallavan et al. (1999), ya que el aumento del peso corporal 

se comporta como una función cúbica, mientras que el de la DAG es lineal.  
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Figura 11. Análisis comparativo de la relación D.A.G./
3
√peso para machos y hembras F1 al día del 

destete.* p < 0.05 vs control, prueba de T. 

 

Se observó un aumento significativo en la media del grupo tratado con BPA con 

respecto al control, tanto en machos como en hembras. Estos resultados indican 

un posible efecto del compuesto sobre los mecanismos que regulan, en etapas 

tempranas, el desarrollo de los órganos sexuales.  

8.3 Alteración de parámetros reproductivos de F1 

8.3.1 Irregularidad del ciclo estral de las hembras F1  

Una vez alcanzada la madurez sexual, se monitoreó el ciclo estral de las hembras 

F1 con el fin de determinar la regularidad hormonal y las características citológicas 

de su ciclo. Mientras que el 94.7% (N=38) de las hembras control presentó un ciclo 

estral regular, ya sea de cuatro o cinco días, únicamente el 82.97% (N=48) de las 

hembras tratadas con BPA mostró un ciclo regular. Las hembras irregulares del 

grupo tratado mostraron ya sea un diestro persistente, una transición de proestro a 

estro persistente o un estro persistente (más de 3 días seguidos). 

8.3.2 Disminución del número de sitios de implantación 

Como ya se mencionó, al DG6 las hembras fueron inyectadas con una solución de 

azul de Evans treinta minutos antes de ser sacrificadas de manera que al observar 

el útero, los sitios de implantación se tiñeron con el colorante debido a su amplia 
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vascularización y fueron fácilmente identificables como protuberancias violetas 

(Figura 12).  

 

Figura 12. Útero de rata control en el DG6 teñido con azul de Evans. Las flechas señalan los sitios 
de implantación. 

 

Así, se cuantificaron por inspección visual los sitios de implantación de cada 

animal. La figura 13 muestra la gráfica correspondiente al análisis comparativo 

entre los cuatro grupos experimentales para este parámetro. 

 

Figura 13. Análisis comparativo del número de sitios de implantación de cada grupo experimental: 
hembra control-macho control (C-C), hembra tratada-macho control (B-C), hembra control-macho 

tratado (C-B) y hembra tratada-macho tratado (B-B).*p < 0.05 vs control, prueba de T. 

 
Como puede observarse, se encontró una disminución en el número de sitios de 

implantación en los tres grupos tratados con respecto al control, siendo esta más 

notable en ambos grupos con el macho tratado y alcanzando una diferencia 
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estadística significativa en el grupo con ambos padres tratados. Esto podría 

sugerir un mayor efecto sobre la fertilidad cuando ambos padres han sido tratados.  

8.4 Alteración de niveles y distribución de proteínas en el epitelio 

luminal uterino 

8.4.1 Integrina β3  

Con el fin de observar la distribución y cuantificar la señal proteica de integrina β3 

en el útero, se realizaron diversos ensayos de inmunohistoquímica e 

inmunofluroescencia bajo distintas condiciones. Sin embargo, a pesar de haber 

realizado el ensayo con cuatro anticuerpos primarios diferentes de dos 

laboratorios independientes, utilizando diluciones que abarcaron todo el intervalo 

propuesto por los fabricantes, tanto con cortes en congelación como con cortes en 

parafina, ni el ensayo de inmunofluorescencia ni el revelado con DAB mostraron 

una señal proteica clara y consistente de integrina β3, por lo que se procedió a 

analizar dos proteínas estrechamente relacionadas con ella. 

Como se mencionó en los antecedentes, talina y paxilina son proteínas de 

adhesiones focales que interactúan de forma directa e indirecta, respectivamente, 

con las integrinas y el citoesqueleto. Particularmente, talina colocaliza e interactúa 

directamente con integrinas β1 y β3 y está involucrada en su activación, mientras 

que paxilina está involucrada en la señalización mediada por integrinas y la 

relocalización de complejos de adhesión celular. 

8.4.2 Talina  

En la figura 14 se muestra un ensayo de inmunofluorescencia con corte en 

congelación de un sitio de implantación (DG6). El epitelio luminal uterino se 

observa como una monocapa de células alineadas adyacentes a un espacio libre 

de células que corresponde a la luz uterina. En el lado opuesto de la monocapa se 

encuentra el estroma, que se observa como un conjunto irregular de células.  
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Figura 14. Ensayo de inmunofluorescencia con corte en congelación de sitio de implantación 
(DG6). Se observan en azul los núcleos celulares y en verde la señal proteica. 

 

Se muestran en la figura 15 cortes en congelación representativos de los 5 

animales de cada grupo experimental en el ensayo de inmunofluorescencia para 

talina. Puede apreciarse que en los cuatro grupos la señal proteica estuvo 

presente de manera predominante en la región apical de las CELU. Además, tanto 

en el grupo ♀B-♂C como en el ♀B-♂B se observó señal en la región lateral de las 

células, siendo más notable en el grupo de ambos padres tratados, y señal en la 

región basal, siendo más notable en el grupo de hembra tratada y macho control.  

Se realizó también una cuantificación densitométrica de la señal proteica de talina 

en las regiones apical y basal de las CELU de todos los cortes de los 5 animales 

de cada grupo experimental. En la figura 16 se muestran las gráficas 

correspondientes al análisis comparativo entre los cuatro grupos experimentales.   

La gráfica de la señal apical mostró una tendencia opuesta entre el grupo ♀B-♂C, 

en el que la talina aumentó con respecto al control, y el grupo ♀C-♂B, en el que 

disminuyó de manera estadísticamente significativa. El grupo ♀B-♂B no mostró 

una clara diferencia con respecto al control. La gráfica de la señal basal mostró 

una tendencia similar a la apical, es decir, un aumento en el grupo ♀B-♂C, una 

disminución en el grupo ♀C-♂B y una media similar entre el grupo ♀B-♂B y el 

control. Sin embargo, no se presentaron diferencias estadísticamete significativas 

entre la media de los grupos tratados y la del grupo control. 
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Figura 15. Detección de talina en los sitios de implantación (DG6) del útero de hembra control-
macho control (A), hembra tratada-macho control (B), hembra control-macho tratado (C) y hembra 

tratada-macho tratado (D). N=5. Barra=20 μm. Control negativo (E). 
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Figura 16. Cuantificación densitométrica de la señal de talina en las regiones apical y basal de las 
CELU de cada grupo experimental: hembra control-macho control (C-C), hembra tratada-macho 
control (B-C), hembra control-macho tratado (C-B) y hembra tratada-macho tratado (B-B). * p < 

0.05 vs control, prueba de T.   

 

Adicionalmente, las gráficas de las cuantificaciones densitométricas permitieron 

comparar la intensidad de la señal apical con la de la señal basal de cada grupo 

de forma individual, ya que se determinaron de manera idéntica. Se dividió el valor 

promedio de densidad óptica apical entre el valor promedio de densidad óptica 

basal de cada grupo experimental con el fin de conocer si existían diferencias en 

cuanto a la distribución de la proteína en el epitelio (Tabla 2).  

 
Tabla 2. Relación densidad óptica apical:basal de talina en las CELU de los cuatro grupos. 

Grupo 

experimental 

Densidad óptica 

apical media 

Densidad óptica 

basal media 

Relación densidad 

óptica apical:basal 

♀C-♂C 35.724 12.883 2.77 

♀B-♂C 49.759 25.673 1.94 

♀C-♂B 18.428 7.020 2.63 

♀B-♂B 36.063 17.776 2.03 

 

Se pudo observar que en los cuatro grupos experimentales la señal apical de 

talina fue mayor que la basal, sin embargo, la relación entre estas dos señales 
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(apical:basal) fue distinta entre grupos, siendo de ~2.7:1 en los grupos ♀C-♂C y 

♀C-♂B y de 2:1 en los grupos ♀B-♂C y ♀B-♂B, lo que indica un cambio en la 

distribución de la proteína en ambos grupos con la hembra tratada.  

8.4.3 Paxilina  

En la figura 17 se muestran cortes en congelación representativos de los sitios de 

implantación de los 5 animales de cada grupo experimental para el ensayo de 

inmunofluorescencia para paxilina. Al igual que se observó en los resultados de 

talina, los cuatro grupos experimentales presentaron una señal 

predominantemente apical. Sin embargo, se observó además una señal basal en 

los tres grupos con padres tratados siendo más notable en los grupos ♀B-♂C y 

♀C-♂B. Tanto el grupo ♀B-♂C como el ♀B-♂B presentaron además una señal 

mucho más difusa y extendida en el citoplasma de las CELU y el grupo ♀B-♂C 

presentó una señal estromal adicional.  

Las gráficas de la cuantificación densitométrica de la señal de paxilina en las 

regiones apical y basal de todos los cortes de los 5 animales de cada grupo se 

muestran en la figura 18. A pesar de no denotar diferencia estadística significativa, 

las gráficas mostraron una tendencia similar entre la cuantificación de paxilina y la 

de talina. Tanto en la gráfica de cuantificación apical como en la de cuantificación 

basal se observó un aumento en la señal proteica del grupo ♀B-♂C con respecto 

al control, una ligera disminución en el grupo ♀C-♂B y una media similar entre el 

grupo ♀B-♂B y el grupo ♀C-♂C.  

Al obtener la relación entre el valor promedio de densidad óptica apical y el valor 

promedio de densidad óptica basal fue posible notar que, al igual que con talina, 

en los cuatro grupos experimentales la señal apical fue más intensa que la basal. 

Sin embargo, en este caso la relación entre estas dos señales fue muy similar en 

los cuatro grupos experimentales (~2:1), siendo ligeramente menor en el grupo 

♀B-♂C (~1.8:1) (Tabla 3). Estos resultados indican que no existió un cambio 

notable en la distribución de paxilina en las CELU. 
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Figura 17. Detección de paxilina en los sitios de implantación (DG6) del útero de hembra control-

macho control (A), hembra tratada-macho control (B), hembra control-macho tratado (C) y hembra 

tratada-macho tratado (D). N=5. Barra=20 μm. Control negativo (E). 
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Figura 18. Cuantificación densitométrica de la señal de paxilina en la regiones apical y basal de las 
CELU de cada grupo experimental: hembra control-macho control (C-C), hembra tratada-macho 

control (B-C), hembra control-macho tratado (C-B) y hembra tratada-macho tratado (B-B).  

 

Tabla 3. Relación densidad óptica apical:basal de paxilina en las CELU de los cuatro grupos. 

Grupo 

experimental 

Densidad óptica 

apical media 

Densidad óptica 

basal media 

Relación densidad 

óptica apical:basal 

♀C-♂C 25.039 13.134 1.91 

♀B-♂C 43.172 23.854 1.81 

♀C-♂B 21.336 10.643 2.01 

♀B-♂B 30.992 14.706 2.11 

 

8.4.4 E-cadherina  

Se muestran en la figura 19 cortes en congelación representativos de los 5 

animales de cada grupo experimental en el ensayo de inmunofluorescencia para 

E-cadherina. Como se observa, en los cuatro grupos fue posible notar una señal 

apical en la membrana plasmática de las CELU. Esta señal fue más intensa en la 

región intercelular, por lo que en algunas regiones del epitelio fue posible apreciar 

una discontinuidad. Además, en los tres grupos con padres tratados pudo 

observarse una señal lateral adicional, siendo más notable en los dos grupos con 

el macho tratado. En los cuatro grupos se apreció además una señal proteica muy 

leve en la membrana basal. 
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Figura 19. Detección de E-cadherina en los sitios de implantación (DG6) de hembra control-macho 

control (A), hembra tratada-macho control (B), hembra control-macho tratado (C) y hembra tratada-

macho tratado (D). N=5. Barra=20 μm. Control negativo (E). 
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Los resultados de la cuantificación densitométrica de E-cadherina en las regiones 

apical y lateral de la membrana plasmática de las CELU en los cortes de los 5 

animales de cada grupo experimental se muestran en la figura 20. Como es 

posible observar, la señal apical de E-cadherina tendió a disminuir en los grupos 

con animales tratados con respecto al control, sin embargo únicamente el grupo 

con ambos padres tratados mostró una reducción estadísticamente significativa. 

De acuerdo con la gráfica de la cuantificación lateral, se halló una mayor cantidad 

de E-cadherina en los dos grupos con el macho tratado. Sin embargo, ninguno de 

los dos grupos presentó un aumento estadísticamente significativo con respecto al 

control.  

 

  

Figura 20. Cuantificación densitométrica de E-cadherina en las regiones apical y lateral de la 
membrana plasmática de las CELU de cada grupo experimental: hembra control-macho control (C-

C), hembra tratada-macho control (B-C), hembra control-macho tratado (C-B) y hembra tratada-
macho tratado (B-B). * p < 0.05 vs control, prueba de Dunnett. 

 

Como ya se mencionó, en este caso los valores densitométricos de la señal apical 

y lateral no fueron directamente comparables debido a que se realizaron de 

manera ligeramente distinta, sin embargo, sí fue posible comparar la relación entre 

ambos valores de cada grupo experimental con el control. Así, se determinó que 

en los tres grupos con animales tratados, el cociente de la densidad óptica de la 

señal apical de E-cadherina entre la lateral fue menor con respecto al control. Este 
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cociente fue menor en el grupo ♀C-♂B que en el grupo ♀B-♂C y aún menor en el 

grupo ♀B-♂B (Tabla 4). Al igual que con talina, las diferencias entre estos 

cocientes indican que existieron cambios en la distribución de E-cadherina en los 

grupos con animales tratados, siendo más evidentes en ambos grupos con el 

macho tratado. 

 
Tabla 4. Relación densidad óptica apical:lateral de E-cadherina en las CELU de los cuatro grupos. 

Grupo experimental Densidad óptica 

apical media 

Densidad óptica 

lateral media 

Relación densidad 

óptica apical:lateral 

♀C-♂C 14.543 3.014 4.83 

♀B-♂C 10.443 2.710 3.85 

♀C-♂B 10.921 4.964 2.20 

♀B-♂B 7.165 3.965 1.81 

 

Se decidió realizar un ensayo adicional de Western blot con el fin de comparar y/o 

confirmar los resultados obtenidos por inmunofluorescencia. Para ello, se 

realizaron pruebas que permitieron obtener la banda de 120 kDa correspondiente 

a E-cadherina para las muestras de los 5 animales de cada grupo (Figura 21).  

 

Figura 21. Membrana representativa de los Western blots realizados para la cuantificación de E-
cadherina en las CELU de los cuatro grupos experimentales: hembra control-macho control (C-C), 
hembra tratada-macho control (B-C), hembra control-macho tratado (C-B) y hembra tratada-macho 

tratado (B-B). 

 

De igual manera, se realizó un análisis densitométrico de las bandas obtenidas y 

se llevó a cabo una comparación estadística representada en la figura 22. Se 

utilizó GAPDH como estándar interno debido a que es una enzima de expresión 
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constitutiva, es decir, cuyos niveles no sufren alteraciones significativas en 

diferentes estados celulares. Para realizar la gráfica, los valores de densitometría 

de los western blots de los animales control de cada membrana fueron 

normalizados a 1 y los valores de los demás grupos fueron comparados con este 

valor. 

 

Figura 22. Cuantificación de E-cadherina por Western blot en las CELU de cada grupo 
experimental: hembra control-macho control (C-C), hembra tratada-macho control (B-C), hembra 

control-macho tratado (C-B) y hembra tratada-macho tratado (B-B). N=5. * p < 0.05 vs control, 
prueba de T.  

 

Al igual que en la cuantificación densitométrica apical de los ensayos de 

inmunofluorescencia, la de los ensayos de Western blot reveló una menor 

cantidad de E-cadherina en el epitelio luminal uterino de los tres grupos con 

animales tratados. Esta reducción fue más notable en ambos grupos con el macho 

tratado, sin embargo, únicamente el grupo de ♀C-♂B presentó una reducción 

estadísticamente significativa. 

8.4.5 Ocludina  

Se muestran en la figura 23 cortes en congelación representativos de los 5 

animales de cada grupo experimental en el ensayo de inmunofluorescencia para 

ocludina. Como puede apreciarse, se observó una señal proteica apical y puntual 

en la membrana plasmática de las CELU, ya que en el DG6 la ocludina está 

presente en las uniones estrechas, localizadas en la región apical intercelular del 

epitelio luminal uterino (Orchard et al., 2002; Nicholson et al., 2010). 



65 
 

  

Figura 23. Detección de ocludina en los sitios de implantación (DG6) del útero de hembra control-

macho control (A), hembra tratada-macho control (B), hembra control-macho tratado (C) y hembra 

tratada-macho tratado (D). N=5. Barra=20 μm. Control negativo (E). 
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No se observó una diferencia significativa en cuanto a la localización o distribución 

de la proteína entre los cuatro grupos experimentales, por lo que únicamente se 

realizó la cuantificación densitométrica de la señal apical de los cortes de los 5 

animales de cada grupo con el fin de comparar la intensidad de la señal entre ellos 

(Figura 24).  

 

Figura 24. Cuantificación densitométrica de la señal de ocludina en la región apical de la 
membrana plasmática lateral de las CELU de cada grupo experimental: hembra control-macho 

control (C-C), hembra tratada-macho control (B-C), hembra control-macho tratado (C-B) y hembra 
tratada-macho tratado (B-B). * p < 0.05 vs control, prueba de Dunnett. 

 

Al igual que con E-cadherina, se observó una disminución de la señal apical de 

ocludina en los tres grupos con animales tratados. Además, esta disminución fue 

más notable y estadísticamente significativa en ambos grupos con el macho 

tratado.  

Se realizó un ensayo adicional de Western Blot para comparar y/o confirmar los 

resultados observados por inmunofluorescencia. Se obtuvo una banda de 65 kDa 

correspondiente a ocludina para los 5 animales de los cuatro grupos 

experimentales (Figura 25). Se llevó a cabo una cuantificación densitométrica de 

estos resultados y una comparación estadística entre los valores de los cuatro 

grupos experimentales. (Figura 26).   
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Figura 25. Membrana representativa de los Western blots realizados para la cuantificación de 
ocludina en las CELU de los cuatro grupos experimentales: hembra control-macho control (C-C), 

hembra tratada-macho control (B-C), hembra control-macho tratado (C-B) y hembra tratada-macho 
tratado (B-B). 

 

El análisis de Western blot reveló una disminución en la cantidad de ocludina en el 

epitelio luminal uterino de ambos grupos con macho tratado, sin embargo, 

únicamente el grupo de ♀C-♂B presentó una reducción estadísticamente 

significativa, ya que la del grupo ♀B-♂B fue muy pequeña. El grupo ♀B-♂C mostró 

un comportamiento similar al del grupo control. Al igual que para E-cadherina, los 

valores de los controles de cada membrana fueron normalizados a 1. 

 

Figura 26. Cuantificación de ocludina por Western blot en las CELU cada grupo experimental: 
hembra control-macho control (C-C), hembra tratada-macho control (B-C), hembra control-macho 

tratado (C-B) y hembra tratada-macho tratado (B-B) N=5. * p < 0.05 vs control, prueba de T. 
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8.5 Disminución de E-cadherina en el blastocisto 

Además de los ensayos de inmunofluorescencia llevados a cabo con los sitios de 

implantación de los animales de cada grupo, se realizó este mismo ensayo con los 

blastocistos obtenidos al DG5, ya que la disminución en el número de sitios de 

implantación en los grupos con padres tratados podría deberse tanto a 

alteraciones en el útero como a alteraciones en el embrión, tomando en cuenta 

que estudios previos reportaron no haber observado un cambio en las tasas de 

ovulación tras un tratamiento con BPA (Berger et al., 2010; Varayoud et al., 2011; 

Fernández et al., 2010; Martínez-Peña, 2014). 

Se decidió realizar este ensayo para E-cadherina debido a su importancia en la 

compactación, viabilidad, desarrollo y capacidad de implantación de los 

blastocistos (Thomas et al., 2004; Larue et al. 1994; Riethmacher et al. 1995).  

Además, ya que Borman et al. (2015) reportaron haber observado una disminución 

en la expresión de esta proteína en el útero al tratar a los animales con BPA, era 

posible que existiera también un efecto sobre ella en el blastocisto. 

En la figura 27 se muestran imágenes representativas de los blastocistos 

obtenidos de cada grupo. Como se puede observar, la señal de E-cadherina se 

presentó a lo largo de la membrana plasmática en el espacio intercelular de los 

blastocistos de los cuatro grupos. No se observó una clara diferencia en cuanto a 

la distribución o localización de la proteína entre los grupos experimentales, sin 

embargo, el 40% de los blastocistos del grupo ♀B-♂B no presentó la morfología 

típica ovoide de un blastocisto al DG5 como los de los otros tres grupos, sino que 

presentó una morfología atípica e irregular.  

Con base en esto y así como con los ensayos de inmunofluorescencia en útero, se 

llevó a cabo un análisis densitométrico de la señal proteica obtenida con los 

ensayos realizados en los blastocistos de cada grupo experimental con el fin de 

comparar la intensidad de la señal de E-cadherina presente en cada uno de ellos 

(figura 28). 
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Figura 27. Detección de E-cadherina en los blastocistos obtenidos del útero (DG5) de los animales 

de cada grupo experimental: hembra control-macho control (A) N=6, hembra tratada-macho control 

(B) N=6, hembra control-macho tratado (C) N=4  y hembra tratada-macho tratado (D) N=5. 

Barra=20 μm. Control negativo (E). 
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La cuantificación densitométrica de los ensayos de inmunofluorescencia reveló 

una menor intensidad de señal de E-cadherina en los blastocistos de ambos 

grupos con macho tratado, siendo esta disminución estadísticamente significativa 

en el grupo ♀B-♂B.  

 

Figura 28. Cuantificación densitométrica de la señal de E-cadherina en los blastocistos de cada 
grupo experimental: hembra control-macho control (C-C) N=6, hembra tratada-macho control (B-C) 
N=6, hembra control-macho tratado (C-B) N=4 y hembra tratada-macho tratado (B-B). N=5. * p < 

0.05 vs control, prueba de T. 
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9. Discusión  

En el presente proyecto se administró BPA a ratas (F0) preñadas durante la 

gestación y lactancia y se estudiaron las características de su gestación, así como 

parámetros de desarrollo sexual y de fertilidad en sus crías (F1). 

En cuanto al número de crías F1 nacidas vivas y los días de gestación a los cuales 

nacieron, los resultados obtenidos fueron similares a los encontrados en el ya 

mencionado estudio de Cabaton et al. (2011) ya que no se hallaron diferencias en 

estos dos parámetros al exponer a ratones hembra a BPA durante la gestación. El 

también ya mencionado estudio de Tachibana et al. (2007), sin embargo, sí 

demostró una reducción en el número de crías tras tratar a ratones hembra con 

BPA durante la gestación temprana, lo que pone en evidencia los distintos efectos 

del disruptor dependiendo de la dosis, la vía de administración y la ventana de 

exposición. Como se mencionó, a pesar de no encontrar diferencia significativa, 

mientras que todas las camadas control nacieron a los 23 días de gestación, dos 

de las diez camadas tratadas con BPA nacieron a los 24 días. En concordancia 

con esta información, el estudio ya mencionado de Xiao et al. (2011) mencionó 

haber observado una gestación más larga al tratar a ratones hembra con BPA 

durante la gestación temprana.  

En cuanto a la DAG de las crías, en el presente proyecto se observó un aumento 

significativo tanto en hembras como en machos tratados perinatalmente con BPA. 

Este  resultado es inconsistente con el hallado por Kobayashi et al. (2002) en el 

que no se encontró diferencia en la DAG (mm, mm/g, mm/g1/3) al destete de 

hembras ni de machos al tratar a las madres con 4 y 40 mg de BPA/kg de pc del 

DG6 al postnatal 20. Kendig et al. (2012), sin embargo, observaron un aumento de 

la DAG (mm) al día postnatal 21 en ratones macho de la generación F1 al tratar 

tanto a la F0 como a la F1 con una dieta a 0.03 ppm de BPA, poniendo 

nuevamente de manifiesto la diversidad de efectos del compuesto con respecto al 

tratamiento de los animales e incluso la manera de analizar los resultados. Cabe 

mencionar que en un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigación 

(Martínez-Peña et al., 2017) con el mismo tratamiento farmacológico que el 
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presente proyecto, también se halló un aumento en la DAG de los machos F1 al 

día del destete. Sin embargo, no se observó esta diferencia en las hembras F1, 

sugiriendo una mayor sensibilidad de los machos al compuesto.  

La DAG está regulada de forma general por los estrógenos en las hembras y por 

los andrógenos en los machos. Mientras que la acción de los estrógenos resulta 

en una DAG más pequeña como la observada normalmente en las hembras, la de 

los andrógenos resulta en una DAG más grande como la observada normalmente 

en los machos. Tomando esto en cuenta, el aumento en la DAG hallado tanto en 

los machos como las hembras de la generación F1 no corresponde a un efecto 

estrogénico sino antiestrogénico. Existen reportes previos de la acción dual del 

BPA como compuesto estrogénico y antiestrogénico dependiendo de diversos 

factores (Kundakovic & Champagne, 2011; Rubin, 2011; Gould et al., 1998; 

Wetherill et al., 2007). Por ejemplo, se ha sugerido que el efecto del BPA es 

distinto al actuar solo y al actuar en presencia de estrógenos. Aldad et al. (2011) 

reportaron que al exponer a hembras Chlorocebus sabaeus (mono verde) 

ovarectomizadas a E2, observaron un aumento en la expresión de PR en el útero. 

Sin embargo, al exponerlas tanto a E2 como a BPA de manera simultánea, 

observaron una menor cantidad de PR en el útero en comparación con las 

tratadas únicamente con E2. Además, las hembras tratadas únicamente con BPA 

presentaron niveles observables de PR que fueron menores a los observados en 

el tratamiento con E2. Un experimento adicional y similar en células Ishikawa (de 

adenocarcinoma endometrial) confirmó lo observado in vivo. Este grupo de 

investigación propone que el BPA modula los receptores a estrógenos y 

antagoniza la habilidad de los estrógenos de regular la expresión de PR. Esta 

información podría explicar los resultados obtenidos, ya que si el BPA impidió la 

unión de los estrógenos endógenos con sus receptores y por ende la acción de 

estos complejos como factores de transcripción entre otras funciones, pudo 

haberse alterado el balance estrógenos/andrógenos permitiendo una mayor acción 

de los andrógenos sobre el desarrollo de los órganos sexuales.  

https://en.wikipedia.org/wiki/Green_monkey
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Con respecto al ciclo estral de las hembras F1, se observaron alteraciones 

notables que coinciden con lo hallado por Mendoza-Rodríguez et al. (2011) en un 

estudio en el que se le administró BPA en el agua de bebida (10 mg/L) a ratas 

durante la gestación y lactancia y se observó un alto porcentaje de hembras con 

ciclo estral irregular en la descendencia. De igual manera, otro estudio (Rubin et 

al., 2001) en el que se trató oralmente a ratas preñadas con 1.2 mg/kg de pc/día, 

del DG6 hasta el término de la lactancia, demostró una descendencia con 

patrones alterados en el ciclo estral. Debido a que el ciclo estral es regulado por 

hormonas, los resultados sugieren una alteración en la homeostasis del sistema 

endócrino.  

Uno de los resultados más relevantes del presente proyecto fue la disminución en 

el número de sitios de implantación de la generación F1 en los grupos tratados 

con respecto al control. Esta disminución fue más notable en los grupos con el 

macho tratado, siendo estadísticamente significativa en el grupo con ambos 

padres tratados. Existen varios estudios que relacionan la exposición al BPA con 

la disminución en el número de sitios de implantación, incluyendo el ya 

mencionado de Xiao et al. (2011). Otro ejemplo es el también ya mencionado 

estudio de Berger et al. (2008) en el que la administración de BPA en la gestación 

temprana redujo los niveles de P4, el número de sitios de implantación y aumentó 

el área luminal. Además de estos, el estudio de Varayoud et al. (2011) en el que 

se administró BPA a ratas en los primeros días postnatales, también reportó una 

disminución en los sitios de implantación. En cuanto al papel de los machos, el 

estudio ya mencionado de Salian et al. (2009a) en el que se trató neonatalmente a 

ratas macho (F1) con el compuesto demostró un aumento en la pérdida 

postimplantación y camadas más pequeñas al ser apareados con hembras sanas. 

Estos resultados, además de confirmar el efecto del BPA sobre los sitios de 

implantación, sugieren una contribución a la disminución de este parámetro 

reproductivo por parte de ambos padres. Es por ello que es congruente observar 

una mayor disminución en el grupo con ambos padres tratados, lo que estaría en 

concordancia con el efecto aditivo propuesto en la hipótesis del presente proyecto. 

Además, debido a que la exposición al compuesto fue in utero y durante la 
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lactancia y los efectos fueron observados en la etapa adulta, mucho tiempo 

después de haber cesado la exposición, es posible que el BPA haya ocasionado 

alteraciones en la regulación epigenética de los animales. Esta es una hipótesis 

que ha tomado fuerza en la última década con respecto al mecanismo de acción 

del BPA (Bhandari et al., 2014; Kundakovic & Champagne, 2011; Manikkam et al., 

2013; Singh & Li, 2012; Wolstenholme et al., 2011; Zama & Uzumcu, 2010), sin 

embargo, aún no se conocen los detalles precisos del efecto de este compuesto 

sobre el epigenoma. Se discutirán algunos estudios relacionados con esta 

posibilidad más adelante.  

En relación con los resultados de los ensayos de inmunofluorescencia en útero, 

para talina se observó una señal apical en los cuatro grupos experimentales. Esta 

señal, en el grupo control, coincide con la desintegración de las adhesiones 

focales basales observada al DG6 (al no observar una señal basal) (Kaneko et al., 

2008). Además, se ha llegado a observar una ligera señal apical de talina en las 

CELU al DG6 (Lindsay et al., 2016).  Como se mencionó anteriormente, talina está 

estrechamente relacionada con integrina β3 (Critchley, 2000; Calderwood & 

Ginsberg 2003; Reddy & Mangale 2003; Kaneko et al., 2011; Nayal et al. 2004; 

Tadokoro et al., 2003; Yamada & Geiger, 1997). Si tomamos en cuenta esta 

relación, existe una mayor concordancia con los resultados obtenidos, ya que se 

ha reportado la presencia de integrina β3 en la región apical de las CELU en el 

momento y sitio de la implantación (Srinivasan et al., 2006; Kaneko et al., 2011). 

Además, tanto en el grupo ♀B-♂C como en el ♀B-♂B se observó una señal 

proteica en la región basal y lateral de la membrana plasmática, siendo más 

notable la primera en el grupo ♀B-♂C y la segunda en el grupo ♀B-♂B. La 

presencia de talina en estas regiones de la membrana no es deseable en el 

momento de la implantación, ya que podría participar en complejos de adhesión 

con la matriz extracelular o con células adyacentes que no favorecerían el 

desprendimiento de las células epiteliales ni la penetración del blastocisto hacia el 

estroma después de la implantación. Adicionalmente, la presencia de talina en la 
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región basal de la membrana sugiere una desaparición incompleta o tardía de las 

adhesiones focales en el momento de la implantación.  

En cuanto a la intensidad de la señal, tanto la apical como la basal tendieron a 

aumentar en el grupo con la hembra tratada y a disminuir en el grupo con el 

macho tratado. Sin embargo, la única diferencia estadísticamente significativa fue 

la disminución de la señal apical en el grupo ♀C-♂B. El hecho de que ambas 

señales hayan sido mayores en el grupo ♀B-♂C y menores en el grupo ♀C-♂B 

indica una mayor y menor cantidad de talina en el epitelio de estos grupos, 

respectivamente, comparada con el control. Existen estudios que demuestran que 

el efecto de los disruptores endócrinos puede depender del género del organismo 

en cuestión, presentando incluso efectos opuestos entre ambos sexos (Miyawaki 

et al., 2007). Esto podría explicar lo observado e incluso podría sugerirse un 

producto compensatorio entre los efectos opuestos de ambos padres sobre los 

niveles de talina, originando la media del grupo ♀B-♂B, la cual fue muy similar al 

grupo control. Además, al obtener la relación entre la intensidad de la señal apical 

y la basal de los cuatro grupos, se determinó que mientras ambos grupos con 

hembras control presentaron una relación muy similar entre ellas (~2.7:1), los otros 

dos grupos, con hembras tratadas, presentaron una relación menor (~2:1). Con 

esto puede deducirse que la exposición perinatal de la hembra al BPA tiene un 

mayor efecto sobre la distribución de talina que la exposición del macho, mientras 

que la exposición de ambos padres tiene un efecto (opuesto) sobre los niveles de 

talina en el útero. 

Al igual que con talina, los ensayos para paxilina revelaron una señal apical en los 

cuatro grupos experimentales. Comparando el grupo de ambos padres control con 

la literatura, es congruente la desaparición de la señal de la región basal de las 

CELU (desaparición de adhesiones focales), sin embargo no se menciona su 

presencia en otro sitio en el momento de la implantación sino su reaparición en el 

día 7 en la región basal (Lindsay et al., 2016). Adoptando el mismo enfoque que 

con talina, se puede relacionar esta presencia apical con su relación con las 

integrinas. Se observó además una señal en la región basal de las CELU de los 



76 
 

tres grupos tratados, siendo más notable en el grupo ♀B-♂C. Como se mencionó 

en la discusión de los resultados de talina, esta localización de paxilina no es 

deseable en el momento de la implantación ya que podría dificultar el 

desprendimiento de las CELU al formar complejos de adhesión con la matriz 

extracelular. Esta observación coincide con la desaparición incompleta o tardía de 

las adhesiones focales sugerida en la discusión de talina. El grupo ♀B-♂B 

presentó además una señal proteica citoplasmática mucho más difusa en las 

CELU. Esto podría sugerir una migración o una localización erróneas de la 

proteína.  

En cuanto a la intensidad de las señales apical y basal, no se hallaron diferencias 

estadísticamente significativas en ninguna de las dos cuantificaciones. Sin 

embargo, se observó en ambas la misma tendencia que en las de talina, es decir, 

un aumento en el grupo con la hembra tratada y una reducción en el grupo con el 

macho tratado. Nuevamente, el hecho de que ambas señales presentaran un 

comportamiento similar sugiere que existió un aumento general de paxilina en el 

epitelio del grupo ♀B-♂C y una reducción general en el del grupo ♀C-♂B. Al 

obtener la relación entre la intensidad de la señal apical y la basal, no se 

observaron diferencias claras entre los grupos, ya que todos presentaron una 

relación apical:basal muy similar (~2:1). Estos resultados sugieren, además de un 

efecto opuesto entre la exposición de ambos padres sobre los niveles de paxilina, 

una menor sensibilidad de esta proteína con respecto a talina tanto en la 

alteración de sus niveles como en la de su distribución. 

En conjunto, los resultados de talina y paxilina sugieren que al menos algunas de 

las proteínas que forman parte de los complejos de adhesión podrían desaparecer 

de la región basal de la membrana plasmática de las CELU y reaparecer en la 

región apical en el momento de la implantación. Tomando esto en cuenta, a pesar 

de que no fue posible comparar los resultados obtenidos con la literatura debido a 

que no se hallaron estudios que reportaran el efecto del bisphenol-A sobre talina ni 

paxilina, fue posible compararlos con los reportados para integrina β3. 
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En el estudio ya mencionado de Pan et al. (2015) en el que se le administró BPA a 

ratones hembra en la gestación temprana se observó, junto con un decremento en 

el número de sitios de implantación, una disminución en la expresión de integrina 

β3 tanto en el endometrio como en los blastocistos. En el estudio de Varayoud et 

al. (2011) se observó también, junto con una disminución en el número de sitios de 

implantación, una menor expresión de integrina β3 en el útero de los animales 

tratados (Varayoud et al., 2011). Estos resultados son inconsistentes con los 

hallados en el presente proyecto, ya que los niveles de talina y paxilina 

aumentaron en el grupo con la madre tratada con respecto al control, sin embargo 

es posible que estas proteínas presenten una respuesta distinta a la de integrina 

β3 o que las diferencias en los resultados hayan sido consecuencia de los diseños 

de los experimentos, ya que en el estudio de Pan et al. (2015), además de que fue 

realizado con ratones hembra y las dosis utilizadas fueron mucho mayores a la 

utilizada en el presente proyecto, los sitios de implantación evaluados fueron 

obtenidos de la generación F0 y no de la F1 como en el presente proyecto. En el 

estudio de Varayoud et al. (2011), por otro lado, además de que la administración 

fue subcutánea en lugar de oral y una de las dosis fue mayor que la utilizada en el 

presente proyecto, el tratamiento fue únicamente postnatal y no in utero. Estas 

diferencias de especie, vía de administración, ventana de exposición, dosis y 

generación evaluada podrían resultar en observaciones distintas e incluso 

opuestas, sin embargo son necesarios más estudios para comparar el efecto del 

BPA sobre integrina β3. A pesar de estas discrepancias, cabe aclarar que las 

alteraciones en los niveles y la distribución de talina y paxilina, sobre todo la 

aparente desaparición tardía o incompleta de las adhesiones focales, sugieren una 

respuesta inadecuada del útero a P4.  

Por otro lado, en los ensayos de inmunofluorescencia de E-cadherina se observó 

una señal apical intensa y discontinua en la membrana plasmática de las CELU de 

los cuatro grupos experimentales, además de una señal basal muy leve. 

Comparando el grupo de hembra control-macho control con la literatura se 

encontró concordancia, ya que se ha observado que durante la gestación 

temprana en la rata, la expresión de E-cadherina es apical en el día 6 en la 
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membrana plasmática de las CELU (Slater et al., 2002; Reuss et al., 1996; Jha et 

al., 2006). Sin embargo, en los tres grupos con animales tratados se observó una 

señal lateral adicional, siendo esta más notable en ambos grupos con el macho 

tratado. Esta señal podría indicar, al igual que en el caso de las adhesiones 

focales, una desaparición tardía o incompleta de la proteína, en este caso de las 

uniones adherentes de la membrana plasmática lateral. Así como fue discutido 

para talina y paxilina, la presencia de E-cadherina en la región lateral de la 

membrana plasmática de las CELU no es deseable en el momento de la 

implantación, ya que genera una adhesión célula-célula más fuerte que podría 

dificultar el desprendimiento de las células epiteliales y la penetración del 

blastocisto hacia el estroma (Paria et al., 1999c; Thie et al., 1996; Thie et al., 1995; 

Thie et al., 1998). Existe evidencia de que la desaparición de E-cadherina de las 

uniones adherentes es un prerrequisito para la adhesión del blastocisto (Li et al., 

2002; Thie et al., 1996) y que por tanto, su persistencia en las uniones adherentes 

resulta en fallas en la implantación (Daikoku et al., 2011; Nallasamy et al., 2012). 

Por otro lado, la ausencia completa de E-cadherina en el útero lleva a la infertilidad 

femenina debido a procesos de implantación y decidualización defectuosos 

(Reardon et al., 2012), por lo que resulta evidente que la localización y los niveles 

adecuados de E-cadherina en el epitelio luminal uterino son esenciales para la 

correcta implantación y decidualización.  

Al cuantificar la señal apical de E-cadherina en los ensayos de 

inmunofluorescencia, se observó un decremento en esta señal en los tres grupos 

con animales tratados con respecto al control. Este decremento fue 

estadísticamente significativo en el grupo con ambos padres tratados. La 

disminución en la cantidad de E-cadherina apical podría disminuír la adhesividad 

del epitelio luminal uterino y por ende su receptividad al blastocisto, dificultando 

así la adhesión inicial entre ellos y por tanto la posterior implantación. Este 

resultado tiene congruencia con lo observado en la cuantificación de los sitios de 

implantación, ya que únicamente el grupo con ambos padres tratados mostró una 

reducción significativa tanto de sitios de implantación como de señal de E-

cadherina apical en el epitelio luminal uterino. Además, se llevó a cabo la 
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cuantificación densitométrica de la señal lateral de E-cadherina en el epitelio, 

encontrando una mayor intensidad en ambos grupos con el macho tratado. En 

este caso, el comportamiento de las señales apical y lateral no fue consistente 

dentro de los grupos como en el caso de talina y paxilina, por lo que se deduce un 

mayor efecto sobre la distribución de E-cadherina. A pesar de que los valores 

densitométricos de las señales apical y lateral no fueron directamente 

comparables entre sí, pudo compararse su relación en cada grupo con la del 

control. De esta manera se observó que en los tres grupos con animales tratados, 

el cociente de la densidad óptica de la señal apical de E-cadherina entre la lateral 

fue menor con respecto al control. Este cociente fue menor en el grupo ♀C-♂B 

que en el grupo ♀B-♂C y aún menor en el grupo ♀B-♂B, sugiriendo un mayor 

efecto del macho tratado sobre la localización de E-cadherina y un efecto aditivo 

de ambos padres.  

Adicionalmente, se llevó a cabo un análisis de Western blot de las CELU, el cual 

reveló una menor cantidad de E-cadherina en el epitelio luminal uterino de los tres 

grupos con animales tratados. En este caso la disminución fue más notable en 

ambos grupos con el macho tratado y estadísticamente significativa en el grupo 

♀C-♂B. Cabe destacar que la media del grupo ♀B-♂B fue muy similar a la del 

grupo ♀C-♂B y por ende mucho menor a la del grupo control, sin embargo, este 

grupo también presentó una varianza muy alta, por lo que es posible que por esta 

razón las pruebas estadísticas no hayan sido capaces de arrojar una diferencia 

significativa. Además, dado que en el análisis de Western blot se cuantificó la 

proteína del epitelio completo, es posible que la E-cadherina lateral, ligeramente 

mayor en ambos grupos con el macho tratado, haya compensado el efecto de la 

disminución de la E-cadherina apical en el grupo ♀B-♂B. 

En conjunto, los resultados de E-cadherina sugieren que el tratamiento perinatal 

de ambos padres resultó en una disminución de la proteína en el epitelio luminal 

uterino. Esta disminución fue más significativa en ambos grupos con el macho 

tratado, sugiriendo un mayor efecto de este sobre los niveles de E-cadherina. 

Además, en estos mismos grupos (♀C-♂B y ♀B-♂B), la densidad óptica de la 
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señal lateral de la proteína fue mayor que en los otros dos grupos, que 

presentaron medias similares. Esto sugiere que además del efecto del macho 

tratado sobre los niveles de E-cadherina, este también tiene un efecto importante 

sobre la localización de la proteína en el momento de la implantación.  

En cuanto a la concordancia con la literatura, existen pocos estudios que 

relacionan el efecto del BPA con E-cadherina en el útero durante la gestación. En 

el artículo ya mencionado de Borman et al. (2015), en el que se les administró 

BPA a ratones hembra en la gestación temprana, se reportó una disminución en la 

proporción de células epiteliales que expresaron E-cadherina al DG6. Esta 

observación estuvo acompañada de una disminución en el número de sitios de 

implantación al combinar la exposición al BPA con estrés por depredador. Otro 

estudio de este grupo de investigación, en el que se expusieron a ratones hembra 

preñadas del DG1 al 4 a BPA y DEHP (dietilhexil ftalato) de manera individual y 

conjunta, reportó un menor número de sitios de implantación adecuadamente 

desarrollados al DG6, así como una reducción de E-cadherina en el epitelio 

uterino de los animales expuestos a ambos compuestos (Borman et al. 2017). Los 

autores sugieren que los efectos observados podrían deberse al aumento de la 

relación estrógenos:progesterona. Otro estudio que apoya esta teoría es el de 

Rajabi et al. (2014) que correlaciona una disminución en el número de sitios de 

implantación con un aumento en el área luminal uterina, un decremento en los 

niveles de E-cadherina uterina y un decremento en los niveles de P4 sérica. De 

igual manera, en el estudio ya mencionado de Jha et al. (2006) se reportó haber 

observado E-cadherina en ratones hembra ovarectomizadas en respuesta a P4 

exógena.  

Con respecto a la ocludina, los ensayos de inmunofluorescencia mostraron una 

señal proteica apical en la membrana plasmática lateral de las CELU de los cuatro 

grupos experimentales. Esta señal fue puntual ya que, en el momento de la 

implantación, la ocludina está presente en las uniones estrechas, localizadas en la 

región apical intercelular del epitelio. Estos resultados concuerdan con la literatura 

(Nicholson et al., 2010; Orchard et al., 2002).  
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En cuanto a la localización o distribución de la proteína entre los cuatro grupos 

experimentales, no se observó una diferencia clara. Al llevar a cabo el análisis 

densitométrico de la señal de ocludina en la región apical de la membrana lateral 

de las CELU, se encontró una disminución en los tres grupos con animales 

tratados. Esta disminución fue más notable y estadísticamente significativa en 

ambos grupos con el macho tratado. Una reducción en la cantidad de ocludina en 

las uniones estrechas del epitelio luminal uterino en el momento de la implantación 

podría resultar en uniones más permeables y una desregulación del transporte 

paracelular. Esto a su vez podría resultar en una alteración de la composición del 

fluido luminal que podría interferir con la adhesión del blastocisto y su posterior 

desarrollo en el estroma. Estos resultados concuerdan con los previamente 

reportados por nuestro grupo de investigación, en donde un tratamiento perinatal 

con BPA resultó en diversas alteraciones en los niveles y patrones de distribución 

de distintas proteínas de uniones estrechas (ZO-1 y claudinas 1, 3, 4 y 7) en las 

CELU de ratas durante la gestación temprana (Martínez-Peña et al., 2017). 

Como análisis complementario, se llevó a cabo un Western blot de las CELU para 

ocludina. En este caso, únicamente se observó una disminución en la cantidad de 

ocludina en ambos grupos con el macho tratado. Esta disminución fue 

estadísticamente significativa en el grupo ♀C-♂B pero no en el grupo ♀B-♂B, 

mientras que el grupo ♀B-♂C presentó una media similar a la del grupo control. 

Comparando los resultados con la literatura, en un estudio que constó de dos 

experimentos, tanto un tratamiento de ratas con 50 mg/kg de pc/día de BPA 

durante 6 días (día postnatal 20-25) como una exposición in vitro de células de 

Sertoli a 200 μM de BPA, provocaron una alteración en la localización de ocludina 

con respecto a los controles, ya que los animales y las células tratados con el 

compuesto mostraron una localización citoplasmática de ocludina mientras que los 

controles la presentaron en la interfase célula-célula (Li et al, 2009). De igual 

manera, un estudio realizado por nuestro grupo de investigación con el mismo 

tratamiento farmacológico que el presente proyecto demostró una señal leve de 

ocludina en el citoplasma de las CELU de los sitios de implantación (DG6) además 
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de un claro decremento en la señal proteica en los sitios de implantación al DG7 

con respecto al control (Martínez-Peña, 2014). Por otro lado, un estudio en el que 

se expuso a células de Sertoli humanas (HSeC) a una concentración de 20 μM de 

BPA durante 6 y 48 horas, demostró un decremento en la cantidad de ocludina y 

adhesiones celulares fenotípicamente alteradas (de Freitas et al., 2016). Además, 

en el estudio ya mencionado de Nicholson et al. (2010), los autores sugieren que 

es probable que exista un pool citoplasmático de ocludina que migra en el 

momento de la implantación hacia las uniones estrechas. Esta hipótesis junto con 

los estudios previamente mencionados, sugiere que el BPA tiene la capacidad de 

alterar esta migración de ocludina del citoplasma a la región apical de la 

membrana plasmática lateral. Esto podría explicar las diferencias observadas en el 

presente proyecto entre el análisis densitométrico de los ensayos de 

inmunofluorescencia y el Western blot, ya que en el primero únicamente se 

cuantificó la señal apical, mientras que en el segundo se cuantificó la proteína de 

todo el epitelio, incluyendo la citoplasmática. La razón por la que no se observó 

una señal fluroescente clara y persistente en el citosol de los úteros de los 

animales tratados podría estar relacionada con la conformación de la ocludina, ya 

que se ha reportado que esta tiene una influencia sobre la localización celular de 

las proteínas y es probable que sea distinta en el citosol y la membrana plasmática 

(Calderwood et al., 2013; Banno et al., 2012; Klapholz et al., 2015). Es posible que 

en la conformación citosólica el anticuerpo utilizado no fuera capaz de reconocer 

su epítopo, sin embargo al desnaturalizar la proteína del epitelio en los Western 

blots, se pudieron haber expuesto los epítopos reconocibles. 

Cabe destacar que en el estudio de Nicholson et al. (2010) se mencionó haber 

observado un aumento de la señal de ocludina en las uniones estrechas del 

epitelio luminal tanto en ratas gestantes en el momento de la implantación, como 

en ratas ovarectomizadas tratadas con P4, por lo que se sugiere que la expresión 

de esta proteína está regulada por la cantidad de P4, ya que no se observaron los 

mismos efectos en ratas ovarectomizadas tratadas únicamente con estrógenos. 



83 
 

En contraste, en un estudio que constó de tres experimentos, ratas 

ovarectomizadas fueron tratadas durante 15 días con 50 μg o 5 mg orales/kg de 

pc al día de BPA. Las ratas tratadas con la dosis alta también recibieron una 

inyección de ICI 182.780 (2 mg/kg de pc/día), un antagonista de receptor a 

estrógenos (ER) los últimos 5 días de tratamiento. Observaron que el tratamiento 

con BPA aumentó la cantidad de ocludina en el colon y que este efecto fue 

bloqueado con el antagonista de ER. En el segundo experimento, se les 

administró la dosis alta de BPA (5 mg/kg de pc al día) a hembras preñadas del 

DG15 al destete, se dejó que maduraran las crías y se analizó el epitelio del colon 

de todos los machos y las hembras en estro. En este caso, observaron un 

decremento en la permeabilidad intestinal en hembras y un decremento del mRNA 

del receptor a estrógenos β (ERβ) en los machos. Por último, observaron un 

aumento de ocludina en la línea celular humana Caco-2 (de adenocarcinoma de 

colon) expuesta a 10 nM de BPA. Los autores sugieren que tanto el BPA como el 

E2 aumentan la cantidad de ocludina en el colon por medio de su unión a ERβ 

(Braniste et al., 2010). En otro estudio, tras administrar una dosis de 2 o 20 mg/kg 

de pc de BPA a ratones hembra preñadas del DG6.5 al 16.5, se observó al 

DG17.5 un aumento en el mRNA de ocludina en el duodeno e íleon acompañado 

de una reducción de calcio sérico con la dosis de 20 mg (Otsuka et al., 2012). 

Estos estudios ponen de manifiesto los efectos distintos e incluso opuestos del 

BPA sobre diferentes tejidos.  

Como se mencionó en la discusión de los resultados de la cuantificación de los 

sitios de implantación, la detección de alteraciones en los animales adultos cuya 

exposición al compuesto fue únicamente a través de sus madres durante la 

gestación y lactancia sugiere un efecto a nivel epigenético. De manera general, el 

término epigenética hace referencia a los factores que regulan la expresión génica 

además de la secuencia del DNA. Esta información es heredable y flexible, y es 

directamente afectada por el ambiente. Los principales tipos de modificaciones 

epigenéticas son la metilación del DNA, la modificación de histonas y la 

transcripción de RNA no codificante (Esteller, 2007; Tammen et al., 2013). De 

estos, la metilación es el tipo más estudiado y consiste en la adición de un grupo 
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metilo (CH3) al carbono 5 de las citosinas. Por lo general se lleva a cabo en las 

islas CpG (ricas en citosina y guanina) de los promotores de los genes y suele 

asociarse la hipermetilación con el silenciamiento génico (Klose & Bird, 2006). 

Este proceso es dependiente de S-adenosilmetionina (SAM) como donador de 

metilos y de DNA metiltransferasas (DNMTs), que son las enzimas encargadas de 

llevar a cabo la reacción (Bernstein et al., 2007; Tammen et al., 2013). Por otro 

lado, las histonas son las proteínas a las cuales se encuentra unido el DNA de 

manera que puede compactarse dentro de la célula. La modificación de estas, 

principalmente metilación, acetilación y fosforilación, se lleva a cabo en la cola y 

puede resultar tanto en la activación como la inhibición de la transcripción (Berger, 

2007). En general, la acetilación de histonas está asociada con una compactación 

más laxa de la cromatina y por tanto con la facilidad de transcripción (Turner, 

2002; Kouzarides, 2007; Zama & Uzumcu, 2010). Los RNAs no codificantes son 

moléculas de RNA sin un marco abierto de lectura claro. Su tamaño varía desde 

15 hasta más de 10000 nucleótidos y su papel principal es el silenciamiento 

génico, sin embargo participan en mecanismos diversos como la inactivación del 

cromosoma X, la regulación de la estructura de la cromatina, la impronta genómica 

y la metilación de DNA dirigida por RNA (Brosnan & Voinnet, 2009; Costa, 2005; 

Costa, 2008). 

Diversos estudios han demostrado la capacidad del BPA de afectar el epigenoma 

tanto a nivel de hipo e hipermetilación del DNA (Dolinoy et al. 2007; Yaoi et al., 

2008; Bromer et al., 2010; Doshi et al., 2011; Senyildiz et al., 2017), como de 

metilación (Doherty et al., 2010; Wang et al., 2016) y  acetilación de histonas 

(Hong et al., 2016; Chen et al., 2017), niveles de mRNA de DNMTs (Kundakovic et 

al., 2013; Doshi et al., 2012), expresión de metiltransferasas de histonas (Doherty 

et al., 2010) y niveles de RNAs no codificantes (Avissar-Whiting et al., 2010; 

Verbanck et al., 2017), y se ha sugerido además que es probable que esta 

capacidad sea independiente de su actividad estrogénica (Anway et al., 2005; 

Bromer et al., 2010). La mayor parte de estas observaciones resultaron de una 

exposición in utero tanto de hembras como de machos, ya que durante la 

embriogénesis el epigenoma es particularmente susceptible a la acción de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Senyildiz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28765096
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Avissar-Whiting%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20417706
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factores ambientales debido al alto índice de síntesis de DNA y al establecimiento 

de los patrones precisos de metilación y la estructura de la cromatina (Hong et al., 

2016). Además, durante la gametogénesis ocurre una ola de reprogramación 

epigenética cuya disrupción podría alterar el epigenoma de la siguiente generación 

(Feng et al., 2010; Reik, 2007). De esta manera, al existir una exposición in utero, 

tanto la generación F0, como la F1 y las células germinales primordiales de la 

generación F2 están expuestas al compuesto (Jirtle & Skinner, 2007). Por tanto, 

los cambios epigenéticos pueden ser heredados tanto a las células somáticas 

como a las germinales, resultando en un epigenoma y transcriptoma alterados y 

heredables que pueden contribuir a la propensión a enfermedades en la etapa 

adulta (Li et al., 2014; Newbold et al., 2000; Blewitt et al., 2006; Morgan et al., 

1999).   

En el presente proyecto, se estudiaron algunas proteínas relacionadas con la 

receptividad uterina a la adhesión del blastocisto en hembras tratadas 

perinatalmente con BPA. Las alteraciones observadas en estos animales podrían 

deberse a cambios en la regulación epigenética que ocurrieron durante la 

exposición. Sin embargo, son necesarios más estudios para confirmar esta 

hipótesis y determinar con exactitud qué genes se vieron afectados por estos 

cambios, ya que la evidencia molecular y genética indica que tanto hormonas 

ováricas como citoquinas, factores de crecimiento, factores de transcripción 

homeobox, mediadores lipídicos y genes morfógenos participan, mediante 

interacciones autocrinas, paracrinas y yuxtacrinas, en el complejo proceso de la 

implantación (Dey et al., 2004). Debido a que la mayor parte de las alteraciones 

observadas están relacionadas con un efecto disminuido de la P4 sobre el útero (o 

una respuesta inadecuada de este a ella), los genes involucrados en el 

establecimiento de los niveles de esta hormona y los de sus receptores son de 

particular interés. Adicionalmente, existen diversos estudios que relacionan la 

exposición a BPA con alteraciones en los niveles de P4 sérica (Spencer et al., 

2002; Fernández et al., 2010; Durando et al., 2011; Martínez-Peña et al., 2017)  y 

sus receptores (PRA & PRB) en el útero (Berger et al., 2010; Varayoud et al., 

2011; Aldad et al., 2011; Vigezzi et al., 2015; Li et al., 2016). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4278353/#R128
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Además de los efectos directos del sistema endócrino de la hembra sobre la 

receptividad uterina, existe también la influencia de los blastocistos. La 

señalización bidireccional entre el útero y el blastocisto es esencial para la 

implantación, decidualización y placentación, por lo que una perturbación en estas 

señales puede tener como consecuencia la pérdida del embarazo (Chen et al., 

2011; Song et al., 2007; Wilcox et al., 1999; Ye et al., 2005). Se requiere entonces 

una sincronización entre la receptividad endometrial y la capacitación del 

blastocisto (Dey et al., 2004;Tranguch et al., 2005b; Wang & Dey, 2006). A pesar 

de que no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual el blastocisto influye 

en la receptividad endometrial, existe evidencia de que la presencia del embrión 

en el tracto reproductivo prepara al endometrio y puede ampliar la ventana de 

implantación al igual que la administración de P4 exógena  (Ueda et al., 2003; 

Song et al., 2007). Se sabe además que las señales del embrión son necesarias 

para la correcta implantación y decidualización (Zhang et al., 2013). Por ejemplo, 

se ha reportado un aumento de los niveles de integrina β3 en células epiteliales 

endometriales co-cultivadas con blastocistos (Srinivasan et al., 2009). De igual 

manera, un estudio con células de Ishikawa reveló un aumento en la expresión de 

HOXA10 en células cultivadas en un medio libre de células donde se habían 

cultivado previamente blastocistos humanos, por lo que los autores proponen que 

no es necesario un contacto directo entre el embrión y el epitelio, sino que algunas 

de estas señales pueden ser moléculas solubles producidas por el embrión 

(Sakkas, 2011). Además, es probable que esta señalización induzca el 

desprendimiento de las células epiteliales luminales de la lámina basal, pues se ha 

sugerido que las células del trofoblasto pueden tener un efecto citotóxico sobre las 

células epiteliales luminales uterinas (Parr et al., 1987) y se ha reportado que el 

blastocisto humano induce apoptosis parácrina cuando está en contacto directo 

con las células epiteliales endometriales in vitro (Galán et al., 2000). También 

existen observaciones que sugieren que las CELU cambian su polaridad después 

del contacto inicial con el trofoblasto y que esta redistribución de moléculas de 

adhesión es afectada por el catión divalente de calcio (Gumbiner, 1992). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4278353/#R128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4278353/#R537
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4278353/#R556
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Tomando esto en cuenta, si el epigenoma del blastocisto (F2) se encuentra 

alterado, es posible que no se lleve a cabo una correcta comunicación entre este y 

el útero materno, ya que podría presentar impedimentos en la expresión de 

señales que afectan la receptividad endometrial. Estas alteraciones epigenéticas 

podrían provenir tanto del óvulo (F1) como del espermatozoide (F1) e incluso de 

ambos, ya que todas las células germinales primordiales estuvieron expuestas al 

BPA durante la gestación y lactancia, independientemente del género del 

progenitor. En cuanto al efecto sobre el ovocito, un estudio en el que se 

expusieron intraperitonealmente a ratones hembra a 20 o 40 μg/kg de pc cada 

quinto día del día postnatal 5 al 20 demostró una inhibición en la metilación de 

Igf2r y Peg3, además de disminuir la transcripción de Dnmt1, 3a, 3b y 3l en los 

ovocitos. Con la dosis alta, observaron también un aumento del ERα y su mRNA. 

Debido a que un tratamiento adicional con un inhibidor de ER (ICI182780) bloqueó 

el efecto sobre la transcripción de DNMTs, los autores sugieren que los efectos 

epigenéticos ocasionados por el BPA dependen de la señalización con ER (Chao 

et al., 2012). En otro estudio, se les administró de forma oral BPA (0.5, 20 o 50 

μg/kg de pc al día) a ratones hembra preñadas (F0) del DG11 hasta el nacimiento 

de las crías. Las hembras (F1) fueron apareadas con machos sanos para generar 

a las hembras F2 que a su vez generaron a las F3. Se analizó la expresión de 

diversos genes en los ovarios de las tres generaciones a los días postnatales 4 y 

21. Los autores observaron que la exposición in utero de la generación F1 a las 

tres dosis de BPA alteró la expresión génica al día 21 en las generaciones F2 y 

F3, por lo que concluyeron que estas alteraciones podrían ser transgeneracionales 

(Berger et al., 2016).  

Con respecto al efecto sobre las células geminales primordiales masculinas, un 

estudio en el que el BPA se administró durante la gestación y lactancia a las 

madres F0, demostró una hipermetilación en los espermatozoides de los machos 

F1 congruente con la hipermetilación en la generación F2, por lo que los autores 

propusieron que las alteraciones epigenéticas generadas por el BPA son 

heredables a través de los machos (Mao et al., 2015). Otro estudio en el que se 

trató neonatalmente a ratas macho (F1) con el compuesto demostró una reducción 
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en el perfil de expresión de receptores a esteroides en los testículos tanto de F1 

como de F2 y F3, acompañada de un decremento en el conteo y la motilidad de 

espermatozoides, así como un aumento en la pérdida postimplantación y camadas 

más pequeñas al ser apareados con hembras sanas (Salian et al., 2009a). Con el 

fin de dilucidar las causas de estos efectos, el mismo grupo de investigación llevó 

a cabo otro estudio muy similar en el que ratas hembra F0 fueron tratadas 

oralmente con BPA (1.2 y 2.4 μg/kg de pc al día) del DG12 al día postnatal 21 y se 

obtuvieron las generaciones F2 y F3 con las crías macho F1. En este estudio se 

observó una reducción significativa en la expresión de SRC-1, que es un 

coactivador del receptor a esteroides, en los testículos de las generaciones F1, F2 

y F3, por lo que los autores llegaron a la conclusión de que la exposición perinatal 

de las ratas macho al BPA resultó en perturbaciones transgeneracionales en el 

perfil de expresión de receptores a esteroides y sus correguladores en el testículo, 

teniendo efectos en su fertilidad llegada la etapa adulta (Salian et al., 2009b). De 

acuerdo con Doshi et al. (2013), la exposición neonatal de ratas macho (F0) a BPA 

(2.4 μg/cría) demostró cambios epigenéticos en sus embriones F1 reabsorbidos. 

Observaron una expresión disminuida de Igf2, un gen indispensable para el 

desarrollo fetal, y H19, un gen involucrado en la proliferación celular en los 

embriones reabsorbidos comparados con los embriones viables. Los 

espermatozoides de F0 mostraron el mismo patrón de metilación aberrante que 

sus embriones F1 reabsorbidos en la región de control de la impronta, por lo que 

concluyeron que el BPA generó cambios epigenéticos en los machos F0 que 

fueron heredados por los embriones F1 causando la pérdida postimplantación. 

Con base en esta información, se consideró relevante estudiar a los blastocistos 

generados por los cuatro grupos experimentales. Para esto se llevaron a cabo 

ensayos de inmunofluorescencia para E-cadherina. La señal proteica se presentó 

a lo largo de toda la membrana plasmática en el espacio intercelular de los 

blastocistos de los cuatro grupos, siendo ligeramente menos específica en el 

grupo ♀B-♂B. Comparando el grupo de hembra control-macho control con los 

antecedentes, los resultados fueron congruentes con lo reportado (Sefton et al., 

1992; Frenette & Wagner, 1996; Floridon et al., 2000; Fleming et al., 2001; Watson 

http://humrep.oxfordjournals.org/content/21/11/3014.long#ref-12
http://humrep.oxfordjournals.org/content/21/11/3014.long#ref-11
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& Barcroft, 2001). El 40% de los blastocistos del grupo ♀B-♂B presentó una 

morfología atípica. Al llevar a cabo la cuantificación densitométrica de la señal de 

E-cadherina, se observó una disminución en los blastocistos de ambos grupos con 

el macho tratado, siendo estadísticamente significativa en los blastocistos del 

grupo con ambos padres tratados. Esta disminución es congruente con la 

morfología atípica observada en algunos de los blastocistos de este grupo, ya que 

al haber una menor cantidad de E-cadherina, es muy probable que las células 

embrionales tengan una menor capacidad de adhesión y cohesión entre sí. La 

literatura reporta que la ausencia y la neutralización de E-cadherina en embriones 

de ratón resultan en la pérdida de compactación y viabilidad de los mismos, un 

desarrollo defectuoso y una falta de capacidad de implantación (Vestweber & 

Kemler, 1984; Larue et al., 1994; Riethmacher et al., 1995; De Vries et al., 2004; 

Thomas et al., 2004). 

Existen pocos estudios que reportan el efecto del BPA sobre E-cadherina en 

embriones, sin embargo en un estudio realizado con células troncales de 

embriones humanos (hESCs), se observó una disminución en los niveles de E-

cadherina al tratarlas con concentraciones bajas (10-9-10-6M) de BPA durante su 

diferenciación a células epiteliales mamarias (Yang et al., 2013). En otro estudio, 

se expusieron a células de la línea celular BeWo (células trofoblásticas humanas) 

a diferentes concentraciones de BPA (100 μM, 1 μM, 0.01 μM) durante 24 horas y 

se co-cultivaron con células endometriales humanas. Se observó una disminución 

en la capacidad de invasión tras la exposición, además de un efecto bifásico del 

BPA sobre el mRNA de E-cadherina, ya que mientras la concentración más baja lo 

aumentó, las otras dos concentraciones lo redujeron con respecto al control (Wang 

et al., 2015). Adicionalmente, Movaghar y Askarian (2012) reportaron haber 

observado una disminución de E-cadherina en blastocistos de ratón al haber 

superovulado a las madres. Esta disminución estuvo acompañada de una 

disminución de PR, por lo que la regulación de esta proteína en el blastocisto 

podría depender de la P4. Un estudio que apoya esta teoría es el de Jo et al. 

(2015) ya que en el reportaron haber observado un aumento del mRNA de E-

cadherina en células BeWo tratadas con P4. 
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En resumen, en el presente proyecto se demostró que el tratamiento perinatal de 

ratas con la IDA (0.05 mg/kg de pc/día) de BPA tuvo un efecto negativo sobre el 

desarrollo y la homeostasis de su sistema endócrino y reproductivo, así como su 

fertilidad al llegar a la madurez sexual. Este efecto se vio reflejado en un aumento 

de la distancia anogenital al día del destetete, un mayor porcentaje de hembras 

con ciclo estral irregular, una disminución en el número de sitios de implantación y 

una alteración en los niveles y patrones de distribución de proteínas de adhesión y 

uniones estrechas en el útero en el momento de la implantación, así como una 

disminución de una proteína de adhesión en los embriones generados por los 

animales tratados. De acuerdo con los resultados, es posible concluir que el efecto 

del tratamiento perinatal de las hembras con BPA se vio mayormente reflejado en 

la receptividad alterada del epitelio luminal uterino, ya que el útero estuvo 

directamente expuesto a este compuesto durante la organogénesis. 

Particularmente, la exposición de la hembra tuvo un impacto sobre la 

relocalización de talina en el momento de la implantación, sugiriendo un menor 

efecto de la P4 sobre el útero o una menor respuesta de este a ella. Por otro lado, 

los resultados indican que la exposición perinatal de los machos tuvo un efecto 

directo sobre los embriones generados por ellos, probablemente debido a la 

exposición de las células germinales primordiales. Este efecto se vio reflejado en 

la alteración de la proteína de adhesión E-cadherina y de la proteína de unión 

estrecha ocludina en el útero de ambos grupos con el macho tratado, así como la 

morfología alterada de los embriones y la disminución de E-cadherina en ellos.  

En conjunto, los efectos del disruptor endócrino sobre ambos padres parecen 

tener un efecto aditivo en la alteración de la función reproductiva. Estos resultados 

son relevantes debido a que son representativos de la situación actual, ya que 

tanto hombres como mujeres están expuestos al BPA y por ende es necesario 

tomar en cuenta el efecto de este compuesto sobre la fertilidad de ambos. 
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10. Conclusiones  

 No se observaron diferencias significativas entre las camadas de las 

madres control y las tratadas con bisfenol-A con respecto al día de 

gestación en el que nacieron las crías, el número de crías nacidas vivas ni 

el número de crías al día del destete. 

 Se observó un aumento en la distancia anogenital al día del destete de 

machos y hembras tratados perinatalmente con bisfenol-A, así como un 

mayor porcentaje de hembras con ciclo estral irregular, lo que sugiere una 

alteración en el desarrollo y la homeostasis de los sistemas endócrino y 

reproductivo. 

 Se observó una disminución en el número de sitios de implantación en los 

tres grupos tratados con respecto al control, siendo esta disminución mayor 

en los grupos con el macho tratado y estadísticamente significativa en el 

grupo con ambos padres tratados, sugiriendo una mayor sensibilidad de los 

machos al compuesto, así como un mayor efecto sobre la fertilidad cuando 

ambos padres han sido tratados. 

 Se observaron alteraciones en los niveles y patrones de distribución de dos 

proteínas de adhesiones focales (talina y paxilina) en las células del epitelio 

luminal uterino de las ratas de los tres grupos tratados. Se notó un mayor 

efecto de la exposición de la hembra sobre la relocalización talina y un 

efecto opuesto de la exposición de ambos padres sobre sus niveles en el 

momento de la implantación (aumentaron con la hembra tratada y 

disminuyeron con el macho tratado). 

 Se observó una disminución en los niveles de una proteína de uniones 

adherentes (E-cadherina) en las células del epitelio luminal uterino de las 

ratas de los tres grupos tratados así como una alteración en su 

relocalización en el momento de la implantación en ambos grupos con el 

macho tratado.  

 Se observó una disminución en los niveles de una proteína de uniones 

estrechas (ocludina) en la región apical de la membrana lateral de las  
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células del epitelio luminal uterino de las ratas de los tres grupos tratados, 

siendo mayor este efecto en ambos grupos con el macho tratado. 

 Se observó una disminución en los niveles de E-cadherina en los 

blastocistos del grupo con ambos padres tratados. 

 La disrupción del desarrollo y la homeostasis de los sistemas endócrino y 

reproductivo de ratas tratadas perinatalmente con bisfenol-A llevó a la 

alteración en los niveles y la localización de dos proteínas de adhesiones 

focales, una de uniones adherentes y una de uniones estrechas en el 

epitelio luminal uterino en el momento de la implantación. Estas 

alteraciones, junto con la reducción de los niveles de una proteína de 

adhesión en los blastocistos, correlacionaron con un menor número de 

sitios de implantación al haber expuesto a ambos padres al compuesto.   

 

11. Perspectivas 

Es necesario profundizar en el estudio del mecanismo molecular a través del cual 

el BPA ejerce su efecto sobre las proteínas estudiadas y la fertilidad. Es por ello 

que es relevante continuar evaluando, en los animales tratados con BPA, 

diferentes proteínas relacionadas con el proceso de implantación (citoesqueleto, 

adhesión, apoptosis, proliferación, matriz extracelular, factores de transcripción y 

correguladores) y proteínas involucradas en la viabilidad y capacitación del 

blastocisto. 

Así mismo, ya que se ha reportado que estas proteínas son reguladas por E2 y P4, 

se propone cuantificar E2 y P4 séricos y analizar la expresión de ER y PR uterinos 

en hembras tratadas perinatalmente.   

De igual manera, se propone indagar en los posibles mecanismos por los cuales el 

BPA podría tener un efecto sobre el epigenoma de los animales tratados 

perinatalmente y su descendencia.  
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