UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL
FACULTAD DE BIOQUIMICA Y CIENCIAS BIOLOGICAS

Tesis para la obtencion del Grado Académico de Doctor en Ciencias Biologicas

EFECTOS DE LA EXPOSICION PERINATAL A
BAJAS DOSIS DE BISFENOL A SOBRE EL
DESARROLLO Y FUNCIONALIDAD DEL
TRACTO REPRODUCTOR FEMENINO

Lic. Lucia Vigezzi

Director de Tesis: Dr. Enrique H. Luque
Co-Director de Tesis: Dra. Veronica L. Bosquiazzo

Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (ISAL, CONICET-
UNL). Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas
Universidad Nacional del Litoral

Santa Fe

2016



"Un suerho que suefias solo, es solo un
suefio. Un suefio que suefias con alguien, es
una realidad..”

John Lennon



A mis papds, Fanny y Eduardo, que son mi
orgullo y ejemplo a seguir. Por acompafiarme

y motivarme en cada paso que doy

A mis hermanos, Cecilia, Carolina y Joagquin,

por estar incondicionalmente siempre

A mis abuelos, que desde el cielo me guian y

protegen

A Emilio, por incentivarme cada dia. Por

darme alas para que volemos juntos...



Agradecimientos

A mi director Enrique Luque, por abrirme las puertas de su laboratorio y
brindarme el apoyo y la confianza necesarios para cumplir esta meta. A Monica
Mufnoz de Toro por colaborar con mi trabajo y entregarme su tiempo.

A mi co-directora Verdnica Bosquiazzo, por confiar en mi y guiarme con

mucho entusiasmo y dedicacién a lo largo de estos anos.

A mis amigos y compaferos del ISAL con quienes comparti la mayor parte de
mis dias durante estos afnos: Flor R., Gaby, Flor A., Aye, Meli, Chula, Nani, Clari,
Guille, Cami, Pao, Beti, Rami, Turco, Lau, Merce, Vir, Silvi, Mile, Jor, Ger, Guillito,

Guille R., Cori, Horacio, Juanca.

A mis directores del IRB, Nuria y Xavi, que me aceptaron en su laboratorio y
me brindaron con mucha generosidad sus conocimientos. A mis companeros del

IRB, que me ofrecieron su amistad y carino durante esos meses.

A mi familia que amo con toda el alma. Porque son mi mayor sostén en la

vida y me acompanan incondicionalmente siempre.

A Emi, por su apoyo y paciencia, y por hacer que mis dias empiecen y

terminen siempre con una sonrisa.

A mis grandes hermanas de la vida: Romi, Nati, Carla y Eli. A mis amigos
Mati, Pablo, Dani y Mumi.

A Sabri, Lali y Dolo, porque estuvieron conmigo desde mis primeros dias en
Santa Fe, y porque hoy nos une una enorme amistad.

A mis amigos de la pro-BioMol ‘09, con los que tuve el placer de compartir los
mejores anos de facultad.

A las involuntarias protagonistas de esta tesis, perdén y gracias.

Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas por brindarme
los medios para realizar este trabajo de tesis.



Al programa Bec.Ar, por apoyar mi trabajo y crecimiento cientifico,

brindandome los medios para realizar una capacitacion en Espana.

A las autoridades de la Facultad de Bioquimica y de la Universidad Nacional
del Litoral, por darme un lugar y apoyar mi crecimiento académico.

A todas aquellas personas que de alguna manera formaron parte de esta

importante etapa de mi vida.



LISTADO DE PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES A CONGRESOS

Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta Tesis han sido publicados

y presentados en congresos.

Publicaciones

A dereqgulated expression of estrogen-target genes is associated with an
altered response to estradiol in aged rats perinatally exposed to
bisphenol A. Lucia Vigezzi; Jorge G Ramos; Laura Kass; Maria V. Tschopp;
Ménica Mufioz-de-Toro; Enrique H. Luque; Verédnica L. Bosquiazzo. Mol Cell
Endocrinol.En prensa. DOI: 10.1016/j.mce.2016.02.010.

Developmental exposure to bisphenol A alters the differentiation and
functional response of the adult rat uterus to estrogen treatment. Lucia
Vigezzi; Veronica L. Bosquiazzo; Laura Kass; Jorge G. Ramos; Ménica Mufioz-
de-Toro; Enrique H. Luque. Reprod Toxicol. 52:83-92, 2015.

Perinatal exposure to diethylstilbestrol alters the functional differentiation
of the adult rat uterus. Verdnica L. Bosquiazzo; Lucia Vigezzi; Monica
Mufoz-de-Toro; Enrique H. Luque. J Steroid Biochem Mol Biol. 138:1-9, 2013.

Presentaciones a Congresos

Lucia Vigezzi, Vero6nica L. Bosquiazzo, Jorge G. Ramos, Ménica Munoz-de-
Toro, Enrique H. Luque (2014). La exposicidén perinatal a Bisfenol A modifica la
abundancia de transcriptos con regiones 5'UTR alternativas del receptor de
estrogenos a en el Utero de ratas con terapia estrogénica. LIX Reunién
Cientifica Anual Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC). Mar del

Plata, Argentina.

Veronica L. Bosquiazzo, Lucia Vigezzi, Jorge G. Ramos, Ménica Munoz-de-
Toro, Enrique H. Luque (2014). La exposicion a bisfenol A durante el desarrollo

altera la diferenciacién funcional y la respuesta uterina a un tratamiento con



estrégenos en la rata adulta. LIX Reunion Cientifica Anual Sociedad Argentina
de Investigacién Clinica (SAIC). Mar del Plata, Argentina.

Veronica L. Bosquiazzo, Lucia Vigezzi, Jorge G. Ramos, Ménica Mufoz-de-
Toro, Enrique H. Luque (2013). La edad y la terapia estrogénica como factores
predisponentes para el desarrollo de anormalidades uterinas en la rata. LVIII
Reunion Cientifica Anual Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC).
Mar del Plata, Argentina.

Lucia Vigezzi, Veronica L. Bosquiazzo, Jorge G. Ramos, Ménica Muhoz-de-
Toro, Enrique H. Luque (2013). Expresién alterada de enzimas claves en la
regulacién epigenética en el Utero de ratas con terapia hormonal de reemplazo
y expuestas perinatalmente a Bisfenol A. LVII Reunién Cientifica Anual

Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC). Mar del Plata, Argentina.

Lucia Vigezzi, Veronica L. Bosquiazzo, Ménica Mufoz-de-Toro, Enrique H.
Lugue (2012). Efectos de la exposicion perinatal a Bisfenol A sobre la
diferenciacion funcional del utero de ratas adultas con terapia hormonal de
reemplazo. LVII Reunién Cientifica Anual Sociedad Argentina de Investigacion
Clinica (SAIC). Mar del Plata, Argentina.

Lucia Vigezzi, Verénica L. Bosquiazzo, Ménica Mufoz-de-Toro, Enrique H.
Luque (2012). La exposicion perinatal a bajas dosis de Bisfenol A modifica la
expresion de genes vinculados con la diferenciacion funcional del Utero de
ratas adultas con terapia hormonal de reemplazo. IV Congreso Argentino de la
Sociedad de Toxicologia y Quimica Ambiental SETAC Argentina. Buenos
Aires, Argentina.

Veronica L. Bosquiazzo, Lucia Vigezzi, Ménica Munoz-de-Toro, Enrique H.
Luque (2011). Terapia hormonal de reemplazo en ratas adultas expuestas
perinatalmente a bisfenol a: alteraciones en la diferenciacién funcional del
utero. LVI Reunion Cientifica Anual Sociedad Argentina de Investigacion
Clinica (SAIC). Mar del Plata, Argentina.



Lucia Vigezzi, Veronica L. Bosquiazzo, Ménica Mufoz-de-Toro, Enrique H.
Luque (2011). La exposicion perinatal a bajas dosis de Bisfenol A modifica la
respuesta uterina de la rata adulta a la terapia hormonal de reemplazo. 2da
Reunién Conjunta de las Sociedades de Biologia de la Republica Argentina.

San Juan, Argentina.

Lucia Vigezzi, Verénica L. Bosquiazzo (2010). Efectos a largo plazo de la
exposicién perinatal a bisfenol A sobre el desarrollo de lesiones uterinas. XVIII
Jornadas de Jovenes Investigadores de la Asociacion de Universidades Grupo
Montevideo. Santa Fe, Argentina.

Verénica L. Bosquiazzo, Lucia Vigezzi, Jorge G. Ramos, Ménica Mufioz-de-
Toro, Enriqgue H. Luque (2010). Histopatologia uterina: Terapia hormonal de
reemplazo en animales expuestos perinatalmente a bajas dosis de bisfenol A.
LV Reunién Cientifica Anual Sociedad Argentina de Investigacion Clinica
(SAIC). Mar del Plata, Argentina.



INDICE GENERAL

Abreviaturas y Simbolos
Indice de tablas
Indice de figuras
Resumen
Abstract
I- INTRODUCCION
1. Desarrollo perinatal del tracto reproductor femenino de la rata
1.1. Morfogénesis uterina
1.1.1. Adenogénesis
2. Diferenciacion funcional uterina en la adultez
2.1. Ciclo estral
2.1.1. Cambios en el ciclo estral en ratas de edad avanzada
2.2. Expresion de Wnt en el utero
2.3. Interacciones estroma-epitelio requladas por estrogenos
2.4. Receptores de hormonas esteroides
2.4.1. Coreguladores
2.4.2. Mecanismos de regulacion del REa
2.5. Modificaciones epigenéticas
3. Perturbadores endocrinos
3.1. Bisfenol A
4. Hipotesis de trabajo
ll- OBJETIVOS
1. Objetivo general
1.1. Objetivos particulares
Ill- MATERIALES Y METODOS
1. Animales
1.1. Diserio experimental
1.2. Experimentos complementarios
2. Cirugias y obtencion de muestras
2.1. Ovariectomia bilateral

iv

vi

Xvi

37
37

39
39
42
43
43



2.2. Colocacion de implantes 44

2.3. Diseccion de cuernos uterinos 44
3. Procesamiento de las muestras 45
4. CAPITULO I: Efectos de la exposicion perinatal a BPA sobre el ttero de 46
ratas en diferentes etapas reproductivas
4.1. Evaluacion del tejido uterino en ratas de DPN90 (adultas jévenes) 46
4.1.1. Proliferacion celular 48
4.1.2. Deteccidn in situ de la apoptosis celular 49
4.1.3. Area periglandular ocupada por células vimentina-positivas 50
4.1.4. Perimetro glandular ocupado por células a-SMA positivas 51
4.2. Analisis estadistico 51
4.3. Evaluacion histologica del tejido uterino en ratas de DPN360 52
(adultas)
4.3.1. Histomorfologia uterina 52
4.3.2. Inmunofenotipo de glandulas uterinas 52
4.3.3. Co-localizacion de proteinas in situ: IHQ doble 53
4.4. Analisis estadistico 54
5. CAPITULO II: Respuesta uterina al tratamiento crénico con E2 en ratas 54

adultas (DPN460) expuestas perinatalmente a BPA

5.1. Niveles séricos de E2 55
5.2. Evaluacion histoldgica del tejido uterino 55
5.2.1. Histomorfologia uterina 55
5.2.2. Morfometria de glandulas uterinas 55
5.3. Expresion de p63 y sus isoformas TA y AN 56
5.3.1. Extraccion de ARN total y transcripcion reversa 56
5.3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real 57
5.4. Generacion de anticuerpos contra Wnt7a y Wntb5a 60
5.4.1. Obtencion de antigenos recombinantes en células procariotas 60
5.4.1.1. Diserio bioinformatico, amplificacion y clonado de la 60

secuencia nucleotidica necesaria para la expresion de los

antigenos de Wnt7a y Wntba



5.4.1.2. Expresion y purificacion de los antigenos recombinantes
5.4.2. Obtencion, purificacion y caracterizacion de anticuerpos
policlonales monoespecificos de conejo
5.5. Cuantificaciéon de Wnt7a, Wntba, B-catenina y RP en glandulas
uterinas
5.6. Expresion de REa, REB y RP en el estroma uterino
5.7. Expresion del ARNm de REa y sus promotores transcripcionales
OS, ON, O, OT y E1
5.8. Expresion de coactivadores de la accion de los receptores de
hormonas esteroides: SRC1 y SRC3 en el estroma uterino
5.9. Expresion del ARNm de IGF-1 e IGF-IR

5.10. Expresion de enzimas involucradas en mecanismos epigenéticos:

Dnmt3a y 3b, Hdac-1, -2, -3 y Enhancer of zeste homolog 2 (EZH-2)
5.11. Analisis estadistico
6. CAPITULO IlI: Establecimiento de cultivos en tres dimensiones (3D) de
células epiteliales endometriales para estudiar los efectos de la exposicion
in vitro a Bisfenol A
IV. RESULTADOS
1. Dosis de BPA recibida por los animales durante el tratamiento
2. Efectos de la exposicion a BPA sobre parametros reproductivos en
madres y crias
CAPITULO I. Efectos de la exposicién perinatal a BPA sobre el ttero de
ratas en diferentes etapas reproductivas
3. Evaluacion del tejido uterino en ratas de DPN90 (adultas jovenes)
3.1. Proliferacion y apoptosis celular
3.2. Expresion de vimentina y a-SMA
3.3. Evaluacion histolégica del tejido uterino en ratas de DPN360
(adultas)
3.4. Caracterizacion inmunofenotipica de la histologia uterina
3.4.1. Co-localizacion de proteinas en las GME

CAPITULO II. Respuesta uterina al tratamiento crénico con E2 en ratas

62
63

66

66
67

68

69
69

70
70

73
73

74

74
75
76
77

80
82
83



adultas (DPN460) expuestas perinatalmente a BPA
4. Niveles séricos de E2
5. Evaluacion histoldgica del tejido uterino en ratas de DPN460-E2
5.1. Histomorfologia uterina de ratas Control+E2
5.2. Histomorfologia uterina de ratas BPA+EZ2
6. Expresion de p63 y sus isoformas TA y AN
7. Desarrollo de anticuerpos policlonales para la deteccion de Wnt7a y
Wnt5a por IHQ
7.1. Disefio y obtencion de antigenos especificos
7.2. Generacion y caracterizacion de los anticuerpos policlonales
7.3. Expresion de Wnt7a y Wnt5a en glandulas uterinas
8. Expresion de B-catenina en glandulas uterinas
9. Expresion de RP en glandulas uterinas
10. Expresion de REa, RERB y RP en el estroma uterino
11. Expresion del ARNm de REa y sus promotores transcripcionales OS,
ON, O, OT y E1
12. Expresion de coactivadores de la accion de los receptores de
hormonas esteroides: SRC1 y SRC3 en el estroma uterino
13. Expresion del ARNm de IGF-1 e IGF-IR
14. Expresion del ARNm de enzimas involucradas en mecanismos
epigenéticos
CAPITULO IIl. Establecimiento de cultivos en tres dimensiones (3D) de
células epiteliales endometriales como modelo para el estudio de los
efectos de la exposicion in vitro a Bisfenol A
15. Desarrollo de los cultivos en 3D
16. Efecto de la exposicion a BPA sobre las estructuras glandulares en
cultivos en 3D
17. Efecto de la exposicion a BPA sobre la polaridad apicobasal de las
estructuras glandulares en 3D
V. DISCUSION

83
83
83
84
86
87

87
91
93
94
95
95
97

98

99
100

101

101

102

104



1. La exposicion perinatal a BPA afecta la diferenciacion funcional uterina
en ratas adultas durante la vida reproductiva

2. La exposicion perinatal a BPA altera la respuesta uterina al tratamiento
con E2 en ratas adultas

3. La exposicién in vitro a 10° M de BPA produce respuesta estrogénica
sobre la proliferacion de estructuras glandulares en cultivos en 3D
VI. CONCLUSIONES

VIl. BIBLIOGRAFIA

106

110

117

121
124



ADNc
ADN
ARN (m)
a-SMA
BPA
BrdU
cm
col

Ct
DAB
DES
DG
DMSO
Dnmt
dNTP
DOl
DPN
E2

Eg
EGF
EPA
ERE
EZH-2
FSH
GGH
GME
GST

H&E

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico copia
Acido ribonucleico (mensajero)
Alfa actina de musculo liso
Bisfenol A

Bromodeoxyuridina

Centimetros

Colaboradores

Ciclo umbral

Diaminobencidina
Diestilestilbestrol

Dia de gestacion
Dimetilsulféxido

ADN metiltransferasa
Desoxinucledtidos trifosfato
Densidad Optica Integrada

Dia postnatal

17B-estradiol

Estrégenos

Factor de crecimiento epidermal
Agencia de proteccion ambiental
Elemento de respuesta a estrogenos
Enhancer of Zeste Homolog 2
Hormona foliculo estimulante
Glandulas con glandulas hijas
Glandulas con metaplasia escamosa
Glutation S-transferasa

Horas

Hematoxilina-eosina



Hdac
IF

IGF
IHQ
kDa

kg

L19

LH
LOAEL

M&M
min
ml
mm
mM
um
Hg

ul
nmol
ovXx
pb
PBS
PCR
PE
Pg
pmol
RE
REa
REB
RN
RP

Histona deacetilasa
Inmunofluorescencia

Factor de crecimiento similar a insulina
Inmunohistoquimica
Kilodalton

Kilogramo

Proteina ribosomal L19
Hormona luteinizante

Nivel mas bajo de efectos adversos observados
Molar

Materiales y métodos
Minutos

Mililitro

Milimetro

Milimol

Micrometro

Microgramo

Microlitro

Nanomol

Ovariectomizada

Pares de bases

Buffer de fosfatos salino
Reaccion en cadena de la polimerasa
Perturbadores endocrinos
Progesterona

Picomol

Receptor de estrogenos
Receptor de estrogenos alfa
Receptor de estrogenos beta
Receptor nuclear

Receptor de progesterona



RT Transcripcion reversa

s Segundos

sc Subcutanea

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
SEM Error estandar medio

SRC Coactivador de receptores esteroides

SRY Sex-determining Region on the Y chromosome

TRF Tracto Reproductor Femenino

Vv Densidad de volumen

Wnt Wingless-related MMTYV integration site

°c Grados Centigrados

5°UTR Regidn no traducida ubicada en direccion 5’



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Niveles de BPA reportados en humanos. 33

Tabla 2. Protocolo general de la técnica de IHQ. 47

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en los ensayos de IHQ para evaluar 48
Vimentina, a-SMA y BrdU.

Tabla 4. Anticuerpos empleados para caracterizar el inmunofenotipo de 53

glandulas uterinas por IHQ.

Tabla 5. Protocolo basico de la sequnda parte de una IHQ doble. 53

Tabla 6. Oligonucledtidos empleados para amplificar las isoformas de 58
p63yL19.

Tabla 7. Protocolo general de ciclado de PCR en tiempo real. 59

Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados para amplificar y clonar las 61

secuencias de Wnt7a y Wntba.

Tabla 9. Anticuerpos utilizados para evaluar la expresion de Wnt7a, 66
Whntba, B-catenina y RP.
Tabla 10. Anticuerpos utilizados para evaluar la expresion de 67

receptores hormonales.

Tabla 11.  Oligonucledtidos empleados para amplificar REa y sus 68
promotores transcripcionales.

Tabla 12. Anticuerpos utilizados para evaluar la expresion de 69
coactivadores de receptores hormonales.

Tabla 13. Oligonuclectidos empleados para amplificar IGF-I e IGF-IR. 69

Tabla 14. Oligonucledtidos empleados para amplificar Dnmt3a y 3b, 70
Hdac-1, -2, -3y EZH-2.
Tabla 15. Consumo de agua y dosis de BPA recibida por los animales 73



Tabla 16.

Tabla 17.

Tabla 18.

de cada grupo experimental.

Parametros generales evaluados en madres y crias
expuestas a BPA en el agua de bebida.

Incidencia de alteraciones glandulares histolégicamente
diagnosticadas en ratas de DPN360 expuestas
perinatalmente a BPA.

Incidencia de alteraciones glandulares histolégicamente
diagnosticadas en ratas de DPN460-E2 expuestas
perinatalmente a BPA.

74

79

85



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

INDICE DE FIGURAS

Representacion esquematica del dominio espacial de los
genes HOX en el desarrollo del conducto paramesonéfrico
humano.

Representacion esquematica de la estructura del gen p63 y
de sus isoformas protéicas.

Patrdn de expresion de p63 total y de las isoformas TA y AN
en el tracto reproductor de la hembra.

Proceso general de adenogénesis uterina.

Esquema comparativo de la anatomia del utero y cérvix.

Fotomicrografia de una seccion histolégica de utero de rata.

Niveles hormonales de progesterona (Pg), prolactina (PRL),
17B-estradiol (E2), hormona leutinizante (LH) y hormona
foliculo estimulante (FSH) durante el ciclo estral de la rata.
Cambios cronologicos en los patrones de periodicidad del
ciclo estral de ratas hembra entre nueve y veintiséis meses
de edad.

Esquema representativo de las interacciones estroma-epitelio
en el utero, mediadas por accion del receptor de estrégenos a
en respuesta al estradiol (E2).

Organizacion estructural de los receptores nucleares.

Representacion esquematica de la via clasica y no clasica de
accion de los Estrégenos (Eg).

Reclutamiento de coactivadores y corepresores por el
receptor de estrogenos (RE).

Representacion esquematica de la region promotora del gen

11

12

15

16

19

20

22

25

27

Vi



Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

del REa.

Estructura molecular de algunas hormonas esteroides y
xenoestrégenos.

Efectos de la exposicion temprana a BPA sobre la
histoarquitectura y funcionalidad de distintos tejidos.

Disero experimental principal.

Diserio de experimentos complementarios.

Representacion esquematica de la secuencia del gen p63.

Plasmido pGEX-4T-3 y estrategia de clonado direccional
utilizada para la expresion de los antigenos de Wnt7a y
Whnt5a como una proteina de fusion con glutation-S-
transferasa (GST-Wnt7a/Wnt5a).

Organizacion gendémica de la region promotora del gen de
REa.

Fotomicrografias representativas del tejido uterino de un
animal control de DPN90.

Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre el indice
proliferativo y apoptdtico en el utero de ratas de DPN90.
Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre el estroma
periglandular del utero de ratas de DPN90.
Fotomicrografias que muestran alteraciones en el epitelio
luminal observadas en ratas de DPN360.
Fotomicrografias representativas de los diferentes tipos de
glandulas observadas en ratas de DPN360.
Caracterizacion inmunofenotipica del epitelio luminal y
glandular del utero de ratas de DPN360.

Caracterizacion de las células p63 positivas en glandulas con

metaplasia escamosa (GME), en el utero de ratas de

31

34

41

43

59

62

68

75

76

77

78

79

81

82

vii



Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 37.

Figura 38.

Figura 39.

DPN360.

Fotomicrografias que muestran alteraciones glandulares en
ratas de DPN460-E2.

Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la densidad de
glandulas con metaplasia escamosa (GME) en el utero de
ratas de DPN460 tratadas con E2.

Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion de
p63 en el utero de ratas de DPN460 tratadas con E2.
Seleccion del fragmento de la secuencia de Wnt7a para ser
utilizado como antigeno en la produccion de un anticuerpo
policlonal especifico.

Purificacion de los antigenos GST-Wnt5a y GST-Wnt7a
mediante cromatografia de afinidad.

Caracterizacion de los anticuerpos anti-Wnt7a y anti-Wnt5a
en el utero y testiculo de rata.

Expresion de Wnt7a y Wntba en las glandulas uterinas de
ratas de DPN460-E2.

Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion de
Whnt7a en las glandulas con metaplasia escamosa (GME) de
ratas de DPN460 tratadas con E2.

Inmunomarcacion de B-catenina en las glandulas uterinas de
hembras de DPN460-E2.

Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion
inmunohistoquimica de receptores hormonales en el tejido
uterino de ratas de DPN460 tratadas con E2.

Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion del
ARNm del REa en el dtero de ratas de DPN460 tratadas con
E2.

Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion de
SRC1 y SRC3 en el tejido uterino de ratas de DPN460
fratadas con E2.

84

86

87

89

90

92

93

94

95

96

98

99

viii



Figura 40.

Figura 41.

Figura 42.

Figura 43.

Figura 44.

Figura 45.

Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion de
IGF-1 e IGF-IR en el utero de ratas de DPN460 tratadas con
E2.

Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion de
las enzimas Dnmt3a, Dnmt3b, EZH-2, Hdac-1, Hdac-2 y
Hdac-3 en el dtero de ratas de DPN460 tratadas con E2.
Fotomicrografias que muestran el progreso de un cultivo en
3D de células epiteliales endometriales a lo largo del tiempo.
Efecto de la exposicion a BPA sobre el perimetro de las
estructuras glandulares en cultivos en 3D.

Efecto de la exposicion a BPA sobre la proliferacion de las
estructuras glandulares en cultivos en 3D.

Fotomicrografias representativas de las inmunofluorescencias
realizadas para evaluar polaridad apicobasal en las

estructuras glandulares en 3D.

99

100

102

103

104

105



Resumen

RESUMEN

La morfogénesis perinatal uterina es un periodo critico en el desarrollo, ya
que situaciones de perturbacién hormonal pueden reprogramar la diferenciacion
del utero y predisponer a los individuos a enfermedades y/o disfunciones
reproductivas. Esta diferenciacién es controlada por diversos mecanismos
endocrinos, celulares y moleculares que programan a las células diana para
responder apropiadamente a las sefiales hormonales mas tarde en la vida. Las
vias de sefalizacién de los morfogenes Wnt cumplen importantes roles durante la
diferenciacién uterina y pueden ser alterados por exposicibn a compuestos
exégenos con actividad estrogénica (denominados xenoestrogenos). Ademas, las
interacciones epitelio-mesénquima del conducto Mulleriano cumplen un rol clave
en la diferenciacion de los epitelios oviductal, uterino, cervical y vaginal, la cual se
manifiesta por la expresién de moléculas especificas tales como las citoqueratinas
(CK) y p63. p63 se expresa normalmente en células epiteliales del cérvix y vagina
pero no en el epitelio uterino, aunque se ha demostrado que la exposicion a
xenoestrégenos puede alterar su patrén normal de expresion.

En la adultez, el utero presenta diferenciacion funcional (i.e.: proliferacion,
expresion de proteinas especificas y apoptosis) en respuesta a los niveles séricos
de los esteroides sexuales. Al igual que durante el periodo de desarrollo
organogenético, las interacciones entre el estroma y el epitelio son criticas para
mediar los efectos de estas hormonas. Evidencias demuestran que la exposicién a
xenoestrégenos durante el desarrollo afecta la histologia y la respuesta uterina a
estrogenos (EQ) en la edad adulta. La expresién anormal de genes sensibles a Eg,
resulta en una desregulacion de las vias de sefalizacién hormonal y puede traer
consecuencias negativas para la funcién uterina.

El Bisfenol A (BPA) es un xenoestrégeno producido en grandes cantidades
para su uso en la fabricacion de plasticos de policarbonato y resinas epoxi. Se lo
utiliza en la fabricacibn de envases retornables, recipientes para bebidas y
alimentos, etc. Numerosos estudios en roedores han demostrado que el BPA
puede inducir diversas alteraciones en las funciones reproductivas. Muchos de los
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efectos de la exposicién perinatal a BPA podrian no evidenciarse hasta la madurez
sexual, cuando los tejidos hormono-sensibles atraviesan distintas situaciones
endocrinas. Se ha sugerido que el BPA podria modificar el patrén epigenético
normal durante el desarrollo, provocando alteraciones en la transcripcién y/o la
regulacion de genes especificos con consecuencias adversas a largo plazo.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, estudiar los efectos de la exposicién
perinatal a BPA sobre el utero, en circunstancias controladas por hormonas (i.e.:
ciclo estral, tratamiento con EQ), aportaria evidencias experimentales en relacion a
posibles mecanismos o desregulaciones responsables de alteraciones en el tracto
reproductor con consecuencias adversas para la salud reproductiva.

En el presente trabajo de tesis nos propusimos estudiar los efectos de la
exposicion perinatal a bajas dosis de BPA sobre la diferenciacion funcional uterina
en ratas adultas en distintas edades reproductivas y en un modelo de rata
ovariectomizada (OVX) tratada con Eg. Para ello, ratas prefiadas fueron tratadas
con BPA por via oral desde el dia 9 de gestacion hasta el destete de las crias en
el dia postnatal (DPN) 21. Se trabajé con tres grupos experimentales: Control
(etanol al 0,001%), BPA0.6 (0.6 pg/kg/dia) y BPA60 (60 pg/kg/dia). Las crias
hembra de cada grupo fueron divididas en dos experimentos principales:

A) Para investigar el efecto de la exposicién a BPA sobre el Utero de ratas en
diferentes etapas reproductivas, las hembras fueron sacrificadas en estro en
DPN90 (adultas jévenes) y en DPN360 (adultas).

B) Para investigar si la exposicibn a BPA modifica la respuesta a un
tratamiento crénico con 17B-estradiol (E2), ratas de DPN360 fueron OVX y
tratadas con E2 durante 3 meses (grupos de DPN460-E2).

En ratas de DPN90 se cuantificé la proliferacién y apoptosis celular (en los
diferentes compartimientos del Gtero) y la expresibn de marcadores de
diferenciaciébn estromal Vimentina y o-SMA, a partir de ensayos de
inmunohistoquimica (IHQ). En ratas de DPN360 se realizd un exhaustivo analisis
histomorfoldgico y se evalud la incidencia de alteraciones uterinas. Posteriormente
se analiz6 el fenotipo de las alteraciones uterinas mediante ensayos de IHQ para

diferentes marcadores tales como CK8, pan CK-basal, receptor de estrogenos alfa
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-REa- y de progesterona -RP, y p63. En ratas adultas tratadas con E2 (DPN460-
E2) se estudiaron las caracteristicas histomorfolégicas del Utero, y se evalu6 la
incidencia de alteraciones uterinas. En algunos casos en los que se consider6
necesario, se cuantificé también la densidad de volumen de ciertos tipos
glandulares. Se evalué por IHQ la expresién de moléculas involucradas en la
respuesta epitelial uterina al E2 y en la diferenciacion funcional de las glandulas
uterinas tales como RP, Wnt7a, Wnt5a y B-catenina. En el estroma uterino se
evalué la expresién de receptores hormonales y de coactivadores de la accion de
los receptores (SRC1 y SRC3) por IHQ. Se evalu6 la expresion del ARNm del REa
y de sus variantes transcripcionales con exones 5’ no traducibles (REa-ON, -OS, -
O, -OT y -E1) por PCR en tiempo real. Ademas se cuantificé la expresion de
moléculas implicadas en las interacciones estroma-epitelio en respuesta a E2,
tales como el factor de crecimiento similar a insulina | (IGF-I) y su receptor (IGF-
IR) y de enzimas involucradas en distintos mecanismos epigenéticos: ADN
metiliransferasa 3a y 3b; histona deacetilasa -1, -2 y -3; histona metilasa EZH-2,
por PCR en tiempo real.

En la ultima etapa de esta tesis nos propusimos desarrollar una metodologia
de cultivos en tres dimensiones (3D) de células epiteliales endometriales, para
posteriormente optimizar un experimento de exposicién in vitro a bajas dosis de
BPA. Para ello, se extrajeron las células epiteliales del utero de ratones de 3 a 4
semanas de vida y se realizaron cultivos en 3D colocando una base de Matrigel en
el fondo de cada pocillo, y empleando medio de cultivo suplementado con Matrigel
al 3%. En esas condiciones las células epiteliales formaron estructuras
glandulares en 3D. Posteriormente, los cultivos fueron expuestos a DMSO al 0.1%
(Control) o a distintas dosis de BPA: 10, 10® y 10”7 M, durante 12 dias. Cada 3
dias se evalué la proliferacién de las estructuras glandulares por el perimetro de
las mismas y cuantificando la incorporacion de bromodeoxiuridina.

Nuestros resultados demostraron que la exposicion perinatal a BPA produjo
una disminucion significativa en el indice de proliferacion celular de las glandulas
uterinas en ratas adultas jévenes (DPN90), sin observarse cambios en los indices
apoptoéticos. Ademas, en el grupo de BPA60 se observd una disminucion de la
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expresion de a-SMA en las células del estroma periglandular. En hembras de
DPN360 observamos la presencia de alteraciones uterinas que incluyeron
cambios morfolégicos en el epitelio luminal del utero y diferentes tipos de
glandulas uterinas tales como glandulas con metaplasia escamosa (GME),
glandulas quisticas y glandulas con anomalias celulares. La incidencia de
alteraciones en el epitelio luminal fue mayor en las hembras expuestas a ambas
dosis de BPA. Las hembras expuestas a BPA60 mostraron también mayor
incidencia de glandulas con anomalias celulares. Todos los tipos de glandulas
uterinas expresaron CK8 y REa. Las GME fueron también inmunoreactivas para la
pan-CK basal y ademas presentaron una alta expresioén de p63.

Las hembras perinatalmente expuestas a BPA vy tratadas con E2 en la adultez
(grupos de BPA+E2) mostraron la presencia de alteraciones glandulares similares
a las observadas en DPN360, y ademas mostraron la presencia de glandulas con
glandulas hijas (GGH) y conglomerados de glandulas. En el grupo de BPA60+E2
aumento la incidencia de glandulas con anomalias celulares y la densidad de
GME. Las GME del grupo de BPA60+E2 presentaron menor expresion de Wnt7a
que las GME del grupo control+E2. En las hembras del grupo de BPAO0.6+E2 se
observé un aumento en la incidencia de GGH. Estas hembras presentaron
también menor expresién del ARNm del IGF-I y del IGF-IR. La expresién de RP
disminuy6 en el estroma uterino de ambos grupos de BPA+E2. La expresién de
REa disminuyd en el grupo de BPA60+E2, debido a la caida en la abundancia
relativa de los transcriptos con exones 5’ alternativos REa-O y REa-OT. También
se observé una disminucién en la expresion de los coactivadores SRC1 y SRC3
en el estroma uterino de las ratas expuestas a ambas dosis de BPA+E2, y
cambios en la expresién de enzimas involucradas en mecanismos de regulacion
epigenética.

Por otra parte demostramos que la exposicién in vitro a BPA produjo una
reduccién inicial en el tamafno de las estructuras glandulares en 3D y menor
proliferaciéon celular. Sin embargo, al final del tratamiento se observé un aumento
significativo en el perimetro de las estructuras glandulares expuestas a 10° M de
BPA con respecto a las controles.
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Los resultados presentados aqui nos permiten concluir que la exposicién
perinatal a bajas dosis de BPA altera el desarrollo del Utero con consecuencias
adversas a largo plazo en la histologia y la diferenciacién funcional uterina de
ratas de distintas edades reproductivas. Observamos importantes cambios en el
compartimento glandular del utero, lo que sugiere que el BPA podria alterar la
funcionalidad de las glandulas uterinas. También demostramos que la exposicién
perinatal a BPA altera la respuesta uterina al E2 en ratas adultas de edad
avanzada. Esto fue evidenciado por alteraciones en la histologia y en la expresion
de proteinas implicadas en la diferenciacién funcional de las glandulas uterinas; y
por cambios en la expresion de receptores hormonales y de moléculas asociadas
a las interacciones estroma-epitelio mediadas por E2, como IGF-I e IGF-IR. A su
vez, otras moléculas reguladoras claves como el SRC1 y SRC3 se encontraron
también alteradas por exposicion a BPA, pudiendo estar involucradas en la
desregulacion de la expresion de genes hormono-sensibles. Por ultimo,
demostramos alteraciones en la expresibn de enzimas responsables de
modificaciones epigenéticas como metilacion de ADN y metilacion/acetilacién de
histonas, que podrian estar implicadas en los cambios observados en genes Eg-
sensibles como REa, RP, coactivadores o miembros de la familia Wnt.

Por otra parte, el analisis de los cultivos en 3D nos permite concluir que la
exposicién in vitro a 10° M de BPA produjo una respuesta estrogénica sobre la
proliferacion de las estructuras glandulares en 3D. Esto fue evidenciado a partir de
la comparacién de nuestros resultados con los anteriormente reportados para
cultivos expuestos a E2 en dosis comparables a las utilizadas aqui. Este patron de
respuesta se caracterizé por una disminucién inicial en el perimetro y proliferacién
de las estructuras glandulares, que fue incrementandose a lo largo del tratamiento
hasta aumentar significativamente respecto a los controles.

En esta tesis se presentan evidencias experimentales de efectos adversos de
la exposicion perinatal a BPA sobre la diferenciacion funcional del atero y en
consecuencia, la salud reproductiva de la hembra. Estos resultados deberian
contribuir a la toma de conciencia para promover la elaboraciéon de normas que

regulen/eviten la exposicion a quimicos clasificados como perturbadores
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endocrinos que contaminan el medio ambiente y que afectan la salud animal y de

los seres humanos.
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Abstract

ABSTRACT

Perinatal uterine morphogenesis is a critical period in the development
because exposure to hormonal disruptors can reprogram the uterine differentiation
and predispose individuals to disease and/or reproductive disorders. This period of
differentiation is controlled by several endocrine, cellular and molecular
mechanisms that program target cells to respond appropriately to hormonal cues
later in life. Wnt signaling pathway play important roles along the uterine
development and it can be altered by exposure to exogenous estrogenic
compounds (xenoestrogens). In addition, Mdullerian mesenchymal-epithelial
interactions play a key role in the differentiation of oviductal, uterine, cervical and
vaginal epithelium, which is manifested by the expression of specific molecules
such as cytokeratins (CK) and p63. p63 is commonly expressed in cervical and
vaginal cells but not in the uterine epithelium. However, developmental exposure to
xenoestrogens can disturb the normal p63 expression pattern.

In the adult, the processes of uterine functional differentiation (i.e.:
proliferation, apoptosis and expression of specific proteins) are also dependent on
reciprocal stromal-epithelial interactions, which are governed by sex steroids.
Recent studies have shown that developmental exposure to xenoestrogens can
affect the histology and uterine response to estrogen (Eg) in adulthood. The
abnormal expression of steroid-sensitive genes could lead to a dysregulation of the
hormonal signaling pathway that would alter the uterine function.

Bisphenol A (BPA) is a xenoestrogen produced in large quantities for use in
the manufacture of polycarbonate plastics and epoxy resins. It is used in the
manufacture of returnable packaging, beverages and food containers, etc.
Numerous studies in rodents have shown that BPA can induce several adverse
effects in reproductive functions. Sometimes, the effects of perinatal exposure to
BPA are not evidenced until adulthood, when hormone-dependent tissues are
exposed to particular endocrine situations. It has been suggested that BPA could
alters the normal epigenetic patterns during the development and causes
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alterations in the transcription and/or regulation of specific target genes leading in
long-term consequences.

Taking into account these antecedents, to study the effects of perinatal BPA-
exposure on the uterus would provide experimental evidence regarding the
mechanisms or dysregulations that could be responsible of the alterations in the
reproductive health.

In the present work we investigated the long-term effects of perinatal
exposure to low doses of BPA on the uterine functional differentiation in adult rats
at different reproductive stages; and in ovariectomized (OVX) adult rats treated
with Eg. To carry out this, BPA was orally administered to pregnant rats from
gestational day 9 until weaning (postnatal day -PND) 21. The rats were divided in
three experimental groups: Control (0.001% ethanol), BPA0.6 (0.6 ug/kg/day) and
BPAG60 (60 pg/kg/day). The female offspring from each group were divided into two
main experiments:

A) To investigate the effect of BPA exposure on the rat uterus from different
reproductive ages, females were sacrificed at estrus in PND90 (young adults) and
PND360 (adults).

B) To investigate whether the exposure to BPA modified the response to a
chronic treatment with 17B-estradiol (E2), rats on PND360 were OVX and treated
with E2 for 3 months (PND460-E2 groups).

In PND90, we quantified the proliferative and apoptotic indexes in all
compartments of the uterus, and the expression of stromal differentiation
molecules (Vimentin and a-SMA), by immunohistochemistry (IHC). In PND360, an
exhaustive histomorphologic analysis was performed, and the incidence of uterine
abnormalities was evaluated. Thereafter, to analyze the immumophenotype of the
uterine alterations, we performed IHC assays for different markers such as CK8,
pan CK-basal, estrogen receptor alpha -ERa-, progesterone receptor -PR, and
p63. In adult rats treated with E2 (PND460-E2), we analyzed the uterine
histomorphology and the incidence of uterine abnormalities. When it was
considered necessary, the volume density of glandular alterations was also

quantified. In uterine glands, the expression of molecules involved in the functional
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differentiation and uterine epithelial E2-response (such as PR, Wnt7a, Wnt5a, 3-
catenin) was analyzed by IHC. In the uterine stroma, we evaluated the expression
of hormonal receptors and coactivator proteins (SRC1 and SRC3) by IHC. The
MRNA expression of ERa and its 5'- untranslated exons (ERa-ON, -OS, -O, -OT
and -E1) was analyzed by real-time PCR. In addition, we evaluated the expression
of molecules involved in epithelial-stromal communications such as Insulin-like
growth factor | (IGF-1), and its receptor IGF-IR; and the expression of enzymes
involved in epigenetic mechanisms: DNA methyliransferase 3a and 3b; histone
deacetylase -1, -2 and -3; histone methylase EZH-2, by real-time PCR.

In the last part of the thesis we developed a methodology of three
dimensional (3D) endometrial epithelial cell cultures, and then we optimized an
experiment of in vitro exposure to low doses of BPA. To accomplish this, epithelial
cells were squeezed out from the uterus of 3- to 4-week-old mice, and 3D cultures
were performed using a layer of Matrigel at the bottom of each well, and medium
supplemented with 3% Matrigel. Under these conditions, endometrial epithelial
cells formed 3D glandular structures. Subsequently, the cultures were exposed to
0.1% DMSO (Control) or BPA (10°, 10° or 107 M) for 12 days. To evaluate
proliferation rates, the perimeter of glandular structures and bromodeoxiuridine
incorporation was quantified every 3 days.

Our results showed that young adult rats (PND90) exposed to BPA presented
a significant decrease in proliferative activity of glandular epithelium, whereas
apoptotic indexes were not modified. Furthermore, the expression of a-SMA was
significantly decreased in the glandular perimeter of BPA60-exposed rats. In
females of PND360 we observed the presence of uterine abnormalities including
morphological changes in the uterine luminal epithelium and different types of
glands such as glands with squamous metaplasia (GSM), cystic glands and glands
with cellular anomalies. The incidence of luminal epithelial alterations was higher in
rats exposed to both doses of BPA. The incidence of glands with cellular
anomalies increased in BPAGBO rats. All types of uterine glands expressed CK8 and
ERa. The GSM were also immunoreactive for pan-CK basal and showed high
expression of p63.
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Females perinatally exposed to BPA and treated with E2 in adulthood
(BPA+E2 groups) showed similar abnormalities to those described in PND360 rats,
and with the presence of glands with daughter glands (GDG) and conglomerates of
glands. In BPA60+E2 rats, the incidence of glands with cellular anomalies and the
density of GSM were increased. In GSM of BPA60+E2, the expression of Wnt7a
was lower than that in GSM of the control+E2 group. The incidence of GDG was
higher in BPA0.6+E2 than in control+E2. The expression of IGF-I and IGF-IR
mRNA was lower in BPA0.6+E2. In the uterine stroma, PR expression decreased
in both BPA+E2 groups, while ERa expression was lower in BPA60+E2. The
reduction of ERa in BPA60+E2 rats was correlated with a decrease in the relative
abundance of the alternative spliced 5 exons ERa-O and ERa-OT. The expression
of SRC1 and SRC3 was lower in the uterine stroma of both BPA+E2-exposed rats.
In addition, we showed changes in enzymes involved in the epigenetic regulatory
machinery in BPA+E2 groups.

On the other hand, we showed that in vitro exposure to BPA 10° M presented
an initial reduction in the perimeter and proliferation indexes of glandular
structures, followed by a significant increase at the end of the treatment.

The results presented here demonstrate that perinatal exposure to low doses
of BPA alters the histology and uterine functional differentiation of PND90 and
PND360 rats. We observed significant changes in uterine glands, suggesting that
BPA could alter the glandular function. We also demonstrated that perinatal
exposure to BPA alters the uterine response to E2 in aged rats. This was
evidenced by alterations in the histology and the expression of proteins involved in
the glandular functional differentiation; and by changes in the expression of
hormonal receptors and molecules involved in stromal-epithelial interactions
mediated by E2 such as IGF-1 and IGF-IR. In addition, other key regulatory
molecules such as SRC1 and SRC3 were also altered by BPA, and they could be
involved in the dysregulation of the hormonal-target genes. Finally, we found
alterations in different epigenetic regulatory enzymes in aged BPA+E2 rats that
could be implicated in changes in specific Eg-target genes such as ERa, PR,

coactivators or Wnt family members.
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The analysis of 3D cultures allows us to conclude that in vitro exposure to
BPA 10° M produce an estrogenic response on the proliferation of glandular
structures. This was evidenced by the comparison of our results with those
previously reported for cultures exposed to E2 at comparable doses to those used
here. This pattern of response was characterized by an initial decrease in the
perimeter and proliferation of 3D glandular structures, which was increasing
throughout the treatment to achieve a significant increase at the end of the
experiment.

In this thesis we presented experimental evidence showing adverse effects of
perinatal exposure to BPA on the uterine functional differentiation and therefore,
the female reproductive health. These results should contribute to promote the
elaboration of future norms that will regulate the degree of human and wild life

exposure to chemicals classified as endocrine disruptors.
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"Nada me importa mds que hacer el recorrido, mds que saber a donde voy..."
Gustavo Cerati
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1. Desarrollo perinatal del tracto reproductor femenino de la

rata

La diferenciacion sexual ha sido motivo de asombro por siglos. En el ano 335
antes de Cristo, Aristételes (384-322 aC) postulaba que la determinacién sexual se
debia a diferencias en la temperatura del semen al momento de la copulacion
(Haqq y Donahoe 1998). Muchos siglos después, Painter (1923) descubrié la
primera pista genética: todos los machos de mamiferos poseian un par de
cromosomas XY y todas las hembras XX. Mas tarde, en la década del '90, el
descubrimiento del gen SRY (del inglés: Sex-determining Region on the Y
chromosome) terminaria con la larga busqueda del responsable de la
diferenciacién de machos y hembras en mamiferos (Haqq y Donahoe 1998).

Actualmente se sabe que la diferenciacién sexual en los mamiferos es un
proceso controlado genéticamente y por hormonas (Hernandez-Valencia y Zarate
2010) que implica tres etapas cronoldgicas de desarrollo. La primera etapa es
cuando se determina "el sexo genético", Io que se produce poco después de la
fertilizacidn cuando el sexo del cigoto se define por la presencia de un cromosoma
X 6Y en el pronucleo masculino. La segunda etapa conocida como "determinacién
sexual" implica procesos moleculares que abren vias alternativas de expresion
génica previas a la diferenciacién sexual morfolégica de la gonada embrionaria. La
tercera etapa se denomina "diferenciacién sexual somética o fenotipica" y se
refiere al desarrollo de las caracteristicas morfolégicas masculinas y femeninas,
que comienza en la sexta o séptima semana de gestacién en los humanos o dia
11,5 postcoito en el ratén. Durante el desarrollo embrionario temprano los dos
sexos son indistinguibles y poseen dos pares de conductos genitales: los
conductos mesonéfricos o de Wolf y los conductos paramesonéfricos o de Miller.
La diferenciacién del sexo masculino de los conductos de Wolf (desarrollo de
organos reproductivos internos y externos, y la adquisicién de caracteres sexuales
secundarios masculinos) obedece a la produccion de hormonas por los testiculos:
hormona anti-Mdilleriana, producida por las células de Sertoli, y testosterona

secretada por las células de Leydig. En ausencia de estas hormonas y del gen
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SRY, se produce el correspondiente desarrollo y fusién de los conductos de Muller
y por consiguiente la diferenciacion sexual femenina (Vigier y col., 1989). Sin
embargo, el proceso que conduce al dimorfismo sexual del individuo continta
después de nacimiento.

Especificamente en ratones, el conducto de Miller antes del nacimiento es
histolégicamente indiferenciado y de apariencia homogénea, consistiendo en un
epitelio simple sostenido por un mesénquima indiferenciado. Durante las primeras
dos semanas de vida postnatal ocurre la maxima diferenciacién del tracto
reproductor femenino (TRF) (Daftary y Taylor 2006; Kurita y col., 2001). Esta
diferenciacién es gobernada por interacciones epitelio-mesénquima del conducto
Mlleriano que son finamente orquestadas por la expresién de genes homedticos
especificos y por numerosas cascadas de genes que regulan la diferenciacion de
las células madre, la proliferacion y el crecimiento tisular (Daftary y Taylor 2006).
Inicialmente, sefales paracrinas procedentes de la expresién de moléculas
especificas por el mesénquima, inducen la diferenciacion de los epitelios oviductal,
uterino, cervical y vaginal (Kurita y col., 2001). Estudios de recombinacion tisular
han demostrado que durante la etapa de diferenciacion del tracto reproductor de la
hembra, el epitelio milleriano mantiene cierta plasticidad y es capaz de responder
a sefales inductivas del mesénquima. Es decir, cuando el mesénquima que va a
dar origen al utero es recombinado con el epitelio que formara la vagina, éste se
diferencia en un epitelio cilindrico simple propio del epitelio uterino, en lugar de
diferenciarse en epitelio vaginal (estratificado escamoso) (Miller y Sassoon 1998).
Los diferentes tipos de epitelio pueden identificarse, no solo desde el punto de
vista histomorfolégico sino también por la expresién de moléculas especificas
asociadas a los procesos de maduracién y diferenciacién, tales como las
citoqueratinas (CK- componentes del citoesqueleto de células epiteliales) y p63
(Kurita y col., 2005).

1.1. Morfogénesis uterina
Especificamente, la morfogénesis postnatal del Utero presenta eventos

comunes en todos los mamiferos, que incluyen: (1) desarrollo y diferenciacion de
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las glandulas uterinas (adenogénesis); (2) organizacion y estratificacién del
estroma endometrial; y (3) diferenciacién y crecimiento del miometrio. Durante
este periodo de morfogénesis uterina, el microambiente hormonal es crucial ya
que, a través de una compleja serie de interacciones entre los receptores
hormonales y moléculas de sefalizacién especificas, se programara a las células
diana para responder apropiadamente a sefales hormonales durante la vida
adulta. La morfogénesis uterina es un periodo critico en el desarrollo, debido a que
situaciones de perturbacién hormonal pueden causar problemas reproductivos a
largo plazo en la adultez (Hayashi y col., 2011; Newbold y col., 2009; Peretz y col.,
2014; Reed y Fenton 2013; Varayoud y col., 2014).

La familia de genes homedticos llamados Hox (del inglés: Homeobox),
poseen una secuencia altamente conservada de 183 pb que codifica para un
dominio de 61 aminoacidos llamado “homeodominio”. Estos genes cumplen roles
muy importantes en el desarrollo y el establecimiento de patrones de expresion
especificos en el eje corporal antero-posterior durante el desarrollo perinatal
(Daftary y Taylor 2006). En el ratén y en el humano, los genes Hox se distribuyen
en 4 clusters separados: A, B, C y D, conteniendo cada uno entre 9 y 13 genes.
Estos genes codifican proteinas que actian como factores de transcripcion
activando una cascada de genes reguladores (Daftary y Taylor 2006; Martin y col.,
2007). Se ha demostrado que el gen Hoxa9 se expresa preferentemente en los
oviductos, Hoxa10 en el utero, Hoxa11 en el Utero y cérvix y Hoxa13 en la vagina
(figura 1). En ratones modificados genéticamente se ha observado que la
alteraciéon de este patron de expresion produce cambios anatomicos significativos
en la organizacién espacial del tracto reproductor (Taylor y col., 1997). Asi, la
interrupcion en la expresién del gen Hoxa10 provoca que el 25% de la porcion
anterior del utero se transforme en oviducto, impidiendo la correcta implantacién
del embrién (Block y col., 2000).
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Figura 1: Representacion esquematica del dominio espacial de los genes HOX en el desarrollo del
conducto paramesonéfrico humano. Tomado y modificado de Daftary y Taylor (2006).

La familia de genes Wnt (del inglés: Wingless-related MMTV integration site)
son los homédlogos en vertebrados de los genes “Wingless” de Drosophila
Melanogaster, implicados en el establecimiento de patrones de polaridad de
segmentos corporales durante la embriogénesis de la mosca (Moon y col., 1997).
En mamiferos, codifican para una familia de glicoproteinas de secrecion que
incluye al menos 16 miembros con secuencias altamente conservadas, y que
exhiben roles cruciales en los procesos de proliferacién celular, diferenciacion y
embriogénesis (Miller y col., 1998b; Tulac y col., 2003). Seis miembros de ésta
familia (Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wnt7b, Wnt11 y Wnt16) se expresan en altos niveles
en el utero durante el desarrollo (Hayashi y col., 2011; Kurita 2011). Durante la
diferenciacién postnatal, Wnt4, Wnt5a y Wnt16 se encuentran predominantemente
en el estroma endometrial mientras que Wnt7a, Wnt7b y Wnt11 se expresan
principalmente en el epitelio uterino. Ratones mutantes del gen Wnt4 no logran
formar los conductos de Muller y mueren al nacer debido a numerosos defectos
(Vainio y col., 1999). Por el contrario, ratones con delecion del gen Wnt7a o Wnt5a
son viables, pero presentan malformaciones en el TRF como utero hipoplasico,
ausencia de glandulas uterinas e infertilidad (Mericskay y col., 2004; Miller y
Sassoon 1998; Tulac y col., 2003). Ademas, en animales con ausencia de Wnt7a,
el epitelio uterino se diferencia en un epitelio estratificado y demuestra una falta de

respuesta al mesénquima, sugiriendo un rol importante de Wnt7a en las
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interacciones epitelio-mesénquima y en el mantenimiento de la identidad del
epitelio uterino (Kurita 2011; Miller y Sassoon 1998). En el mismo sentido, la
ausencia de [B-catenina que es un mediador intracelular critico de la via de
sefalizacion de Wnt, induce la formacién de metaplasia escamosa en el epitelio
luminal (Jeong y col., 2009), confirmando la importancia de la via de sefalizacién
Whnt/B-catenina en el mantenimiento del fenotipo epitelial columnar del utero. Por
otro lado se ha observado que la exposicion neonatal a compuestos con actividad
estrogénica altera la expresion de Wnt7a y Wnt5a, causando un rango de defectos
uterinos similares a los observados en modelos de delecién (knockout) del gen
(Hayashi y col., 2011; Mericskay y col., 2004).

El gen p63 es un homdlogo del gen supresor tumoral p53. Tras un afo de
haber sido descubierto (Yang y col., 1998), comenzaron a reportarse estudios en
modelos de knockout para p63, en los que se demostraba que este gen cumplia
roles importantes en el desarrollo y diferenciacién epitelial (Mills y col., 1999; Yang
y col., 1999). En mamiferos, el gen p63 esta localizado en el brazo largo del
cromosoma 3 (3927—g28) y es expresado en al menos 10 isotipos (Kouwenhoven
y col., 2015). El uso de dos promotores diferentes resultan en la transcripcion de
dos isoformas protéicas con distintos extremos N-terminal: la isoforma TA, que
contiene los exones 1-3 en su extremo N-terminal, y la isoforma delta-N (AN), que

contiene el exdn 3’en su extremo N-terminal (figura 2).
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Figura 2: Representacién esquematica de la estructura del gen p63 y de sus isoformas protéicas.
Dos promotores (P1 y P2) dan lugar a las dos isoformas en el extremo N-terminal: TA y AN,
respectivamente. El empalme alternativo y la terminacion prematura en el extremo C-terminal
origina las isoformas p63 a, B, vy, 8 y €. Los exones que codifican los diversos dominios funcionales
de p63 se esquematizan en diferentes colores. aa: aminoacidos; TA“N Dominio de transactivacion
de las isoformas ANp63. Tomado y modificado de Kouwenhoven y col., (2015).
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Durante mucho tiempo se pensé que la isoforma AN carecia de un dominio
de activaciéon y actuaba como represor dominante de la isoforma TA. Sin embargo,
se ha demostrado que AN también exhibe actividad de transactivacién y contiene
un dominio de activacion TA®N en su extremo N-terminal (Helton y col., 20086;
Mangiulli y col., 2009). Por otro lado, el empalme (splicing) alternativo del ARNm
da lugar a las isoformas a (que se genera a partir de la transcripcion y traduccién
de todos los exones codificantes), B, y y O (figura 2) (Kouwenhoven y col., 2015).
Ademads, como resultado de la terminacién prematura de la transcripcion en el
exon 10, se genera la isoforma €, con distinto extremo C-terminal (figura 2).

Las variantes de la proteina p63 estan compuestas por varios dominios
funcionales (figura 2). Todas las isoformas presentan un dominio TA en el extremo
N-terminal. Otro dominio de activacion (TA2) se encuentra posicionado entre los
aminoacidos 410 y 512, y esta presente en las isoformas a, B y & (Ghioni y col.,
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2002). El dominio de union a ADN (DBD) y el dominio de oligomerizacién estan
presentes en todas las isoformas y estdn conservados entre p63 y p53. Hacia el
extremo C-terminal existe un dominio alfa estéril (SAM, presente en las isoformas
a y B), que normalmente se encuentra en proteinas reguladoras del desarrollo en
mamiferos y que esta involucrado en las interacciones proteina-proteina (Bork y
Koonin 1998). Por ultimo, las isoformas a, B y d presentan un dominio de inhibicién
de la transactivacion (Tl) (Ghioni y col., 2002).

El patron de expresion de p63 es establecido durante la primera semana de
vida postnatal. Experimentos de recombinacién tisular han demostrado que el
patrén de expresion de p63 es regulado por el mesénquima (Kurita y Cunha 2001).
Inicialmente, p63 se expresa en las células epiteliales del conducto de Mller, que
contintan siendo cilindricas e indiferenciadas durante algunos dias. El patrén de
expresion de p63 posteriormente se estabiliza y las células del epitelio
cervicovaginal (escamosas) continian expresando p63 y se diferencian de las
uterinas (cilindricas) que no lo expresan (figura 3). Esta diferenciacion epitelial se
hace irreversible en la adultez (Kurita y col., 2004).

Tracto Reproductor Femenino

oviducto

Ovario

90 QU

\J

ampolia

columnar

istmo

columnar

columnar

vagina

escamoso

p63

+

AN
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+

Figura 3: Patron de expresion de p63 total y de las isoformas TA y AN en el tracto reproductor de la
hembra. Tomado y modificado de Kurita y col., (2005).
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Koster y col., (2004) demostraron que la isoforma TA es la primera en
expresarse durante la morfogénesis epidermal, y que es necesaria para el inicio
de la estratificacion epitelial de la epidermis. Ademas, la expresion ectopica de TA
en un epitelio simple, in vivo, da como resultado la induccién de metaplasia
escamosa, sugiriendo el rol de esta isoforma como un switch molecular (Koster y
col., 2004). Por su parte la expresién de AN se cree que podria estar involucrada
en la maduracion de los epitelios estratificados, permitiendo a las células
responder a senales requeridas para la diferenciacién y maduracion de este tipo
de epitelios. De esta manera p63 cumpliria un doble rol: iniciacibn de la
estratificacién del epitelio durante el desarrollo (mediado por la isoforma TA) y
mantenimiento del potencial proliferativo en el epitelio maduro a través de la
isoforma AN. Como se comentd anteriormente, en el adulto, p63 es altamente
expresado en células basales de epitelios estratificados como la vagina y el cérvix,
pero no en el epitelio uterino (Kurita y Cunha 2001; Kurita y col., 2005). Sin
embargo, una desregulacién en el patron de expresion de p63 puede traer
consecuencias adversas en la diferenciacion funcional del TRF. Se ha observado
por ejemplo, que la exposicion a quimicos estrogénicos durante el desarrollo
induce lesiones del TRF como adenosis vaginal y/o metaplasias escamosas en el
utero (Kurita y col., 2004). Estas lesiones son caracterizadas por un cambio en el
tipo de epitelio que involucra alteraciones en el patrén de expresién de p63 (Kurita
y Cunha 2001; Kurita y col., 2004).

1.1.1. Adenogénesis

El concepto de que las secreciones uterinas son esenciales para el éxito
reproductivo se remonta a la época de Hipécrates (460-370 aC), que argumentaba
gue a medida que el Utero crecia con el embarazo, el tracto reproductivo generaba
presidén contra los pechos y la leche materna era bombeada directamente desde
las “arterias uterinas” (Revisado en Cooke y col., 2013). Muchos siglos mas tarde,
William Harvey (1578-1657) demostré que el embridn se alimentaba de sustancias
especiales dentro del utero, y Walter Needham (1631-1691) argumentd que ésa

sustancia, a la que llamé “leche uterina”, era muy importante para la nutricion fetal.
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A principios del siglo XX, se demostr6é que las sustancias esenciales para el apoyo
del embrién y el desarrollo fetal eran suministradas a traveés del utero, bien: (i)
directamente de la sangre; o (ii) por la actividad biosintética del endometrio
uterino. Evidencias empiricas demostraron que las secreciones uterinas
provenientes de glandulas endometriales son necesarias para el establecimiento y
mantenimiento del embarazo (Revisado en Cooke y col., 2013).

Actualmente se sabe que la morfogénesis y diferenciacion de las glandulas
uterinas o adenogénesis es uno de los eventos mas importantes en el desarrollo
neonatal del utero (Gray y col.,, 2001; Spencer y col., 2012). En roedores, la
adenogénesis uterina procede desde el dia postnatal (DPN) 9 hasta el DPN15, y
se caracteriza por invaginaciones del epitelio luminal que representan la aparicién
de “yemas” de epitelio glandular (Gray y col., 2001), y formacién de glandulas
tubulares simples dentro del estroma, que, a diferencia de las glandulas
endometriales en los seres humanos y los animales domésticos, no experimentan
demasiado enrollamiento ni ramificacion (Cooke y col., 2013; Gray y col., 2001).
En la figura 4 se esquematiza el proceso de adenogénesis que tiene lugar en la

mayoria de los mamiferos.

Formacién de .. . 2 )
Tubulogénesis Proliferacion dentro del estroma uterino

Figura 4: Proceso general de adenogénesis uterina. El primer paso es la formacién de yemas de
epitelio glandular (GE). Esto crea una protuberancia en una porcién basal de las células epiteliales
en el punto donde comenzara la invaginacién del epitelio luminal (LE). El siguiente paso es la
tubulogénesis, que implica divisiones celulares para convertir la yema en un tubo. Las glandulas
tubulares simples luego comienzan a proliferar y penetran en el estroma subyacente. La etapa final
de adenogénesis es el enrollamiento y ramificacion del GE dentro del estroma hasta llegar a la
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capa circular interna del miometrio, que en roedores practicamente no se produce. Tomado y
modificado de Gray y col., (2001).

Se ha demostrado en modelos animales de knockout, que los genes Wnt7a 'y
Wnt5a cumplen un rol indispensable en la iniciaciébn y progresion de la
adenogénesis (Dunlap y col., 2011; Mericskay y col., 2004; Miller y Sassoon
1998). La ablacion condicional de Wnt4 en el Gtero después del parto genera una
reduccién en el niumero de glandulas uterinas (Franco y col., 2011) mientras que la
ausencia de B-catenina también ocasiona perturbaciones en el proceso de
adenogénesis (Jeong y col., 2009). Ademas, como se menciond anteriormente, la
expresion de Wnt4 y Wnt5a ocurre principalmente en el estroma, mientras que
Wnt7a se expresa predominantemente en el epitelio, demostrando que en ambos
tipos celulares, las vias de sefalizacion de los Wnt son necesarias para el
desarrollo glandular (Mericskay y col., 2004).

Los mecanismos moleculares que gobiernan la adenogénesis aun no se
conocen en su totalidad. Existen evidencias que indican que Hoxa10 y Hoxa1l1
también participarian en una via morfogenética comuan con Wnt7a para dirigir el
crecimiento a lo largo del eje radial del cuerno uterino y la subsiguiente
diferenciacién estroma-epitelial requerida para la adenogénesis (Miller y Sassoon
1998). Mericskay y col., (2004) sugirieron que para dar lugar al inicio de la
adenogénesis durante el desarrollo postnatal, seria necesaria una disminucién en
la expresion de Wnt7a en las células epiteliales que comienzan a invaginarse para
formar las glandulas. Ademas, la expresiébn de Wnt5a en el estroma uterino
actuaria como un “promotor” de la disminucién de Wnt7a en el epitelio, teniendo
en cuenta que en ratones con ausencia de Wnt5a, no se observo esa disminucién
de Wnt7a en el epitelio, y por consiguiente, no hubo formaciéon de glandulas
uterinas (Mericskay y col., 2004). Alternativamente se ha propuesto que la
ausencia de glandulas uterinas en modelos de knockout para Wnt7a podria ser
una consecuencia directa de la diferenciacion escamosa que se produce en el
epitelio luminal de esos animales, que imposibilitaria el proceso normal de

adenogénesis (Mericskay y col., 2004).
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2. Diferenciacion funcional uterina en la adultez

El aparato reproductor de la hembra esta formado por los ovarios y el sistema
conductor. Este udltimo no solo recibe el 6vulo expulsado por el ovario, y lo
conduce al lugar de implantacibn en el U(tero, sino que recibe a los
espermatozoides y los transporta hasta el oviducto, donde se realiza la
fecundacion. En sentido craneo-caudal el sistema conductor de la hembra consta
de las siguientes partes: los oviductos, el Utero, el cérvix, la vagina y los genitales
externos.

El utero es un 6rgano muscular, hueco, extraperitoneal, situado en la pelvis
entre la vejiga y el recto. En la rata, a diferencia de la mujer, el utero adopta una

forma bicorne (figura 5).
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Figura 5: Esquema comparativo de la anatomia del Utero y cérvix. A. Rata, B. Mujer. Tomado y
modificado de Nalbandov (1969).

Histoldgica y funcionalmente, el utero de los roedores posee tres regiones o
capas: 1) Perimetrio, 2) Miometrio, y 3) Endometrio (Geneser 2000) (figura 6).
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Figura 6: Fotomicrografia de una seccion histolégica de Utero de rata. Observe las caracteristicas
tisulares de cada una de las capas. Coloracion: Hematoxilina-Eosina. Magnificacion: 20X (panel
izquierdo) y 40X (panel derecho).

El perimetrio es la capa mas externa que recubre al utero, esta compuesto
por mesotelio y una delgada capa de tejido conjuntivo laxo. Presenta abundantes
vasos linfaticos, sanguineos y fibras nerviosas, y esta recubierto por la serosa
peritoneal. EI miometrio se encuentra subyacente al perimetrio, y esta compuesto
por dos capas de musculo liso: una capa circular interna y una longitudinal
externa, separadas por tejido conectivo. Entre ambas capas existe también un
gran estrato vascular. El endometrio esta constituido por un epitelio cilindrico
simple que reviste el lumen del utero, cuyas células pueden ser ciliadas o
secretorias. Por debajo de este epitelio y separado por una membrana basal, se
localiza una capa de tejido conectivo laxo, el estroma, ocupado principalmente por
fibroblastos y muy vascularizado. Dentro del estroma se encuentran las glandulas
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uterinas, formadas por un epitelio cubico simple. Ademas, alrededor del epitelio
glandular existe una capa de células estromales de naturaleza fibroblastica, que
expresan también alfa actina de musculo liso (a-SMA), otorgandoles
caracteristicas de miofibroblastos (Czernobilsky y col., 1993). De este modo se ha
propuesto que esas células colaboran en la funcién contractil de las glandulas, asi
como en la regulacion y respuesta de sefales provenientes del estroma,
necesarias para el mantenimiento de la arquitectura y funcion glandular
(Czernobilsky y col., 1993).

Luego de la pubertad, el Gtero experimenta cambios funcionales ciclicos
(proliferacién, produccién de proteinas de secrecién, apoptosis, etc.) en respuesta
a cambios en los niveles séricos de hormonas ovaricas (Wood y col., 2007). Al
igual que durante el periodo de desarrollo perinatal, las interacciones entre el
estroma y el epitelio son criticas para mediar los efectos de estas hormonas,
muchos de los cuales ocurren a través de sus receptores especificos (Cunha y
col., 2004).

2.1. Ciclo estral

La palabra estro fue utilizada por primera vez en el aino 1900, como una
adaptacién latina de la palabra griega oistros, que significa picadura o frenesi,
para describir el "periodo especial de deseo sexual femenino" (Freeman 1994). El
estro es una manifestacion externa que se identifica en el animal.

El inicio de la pubertad en la rata hembra resulta de una cascada de eventos
que comienzan con el establecimiento de un patrén de liberacién pulsatil de la
hormona luteinizante (LH, del inglés: Luteinizing Hormone) después de la cuarta
semana de vida postnatal, ocho o nueve dias antes del inicio del ciclo estral
(Westwood 2008).

El ciclo estral presenta una serie de eventos hormonales y de
comportamientos altamente sincronizados y que se repiten en el tiempo. El ciclo
estral de la rata, a diferencia del ciclo menstrual de la mujer, se caracteriza por
una conducta de receptividad sexual en forma coincidente con la ovulacién, lo que

en presencia de un macho asegura la oportunidad para la fertilizacion y la prefiez.
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El ciclo estral de la rata tiene una duracién de 4 o 5 dias y se la considera
poliestrica continua, es decir, los ciclos ocurren durante todo el afo sin cambios
estacionales en las colonias de laboratorio (siempre que los animales se
mantengan en un esquema de luz-oscuridad y de temperatura controlados) (Ojeda
y Urbanski 1994). Los ciclos estrales ocurren desde el comienzo de la pubertad
hasta la senescencia y pueden dividirse en 4 etapas: proestro, estro, metaestro y
diestro. La duracién del proestro es aproximadamente de 12 horas, mientras que
el estro presenta un rango de 9 a 15 horas, el metaestro entre 14 y 18 horas, y el
diestro tiene una duracién de 60 a 70 horas (Lawson 2001).

El dtero, al igual que los ovarios y la vagina, experimenta cambios
morfoldgicos a lo largo del ciclo estral (Westwood 2008). Al comienzo del diestro,
el utero es pequefio y carece de una vasculatura muy desarrollada. Esta revestido
por un epitelio cubico o columnar bajo. Inicialmente hay pocas mitosis y las
glandulas son particularmente inactivas, aunque la actividad mit6tica aumenta con
la progresion de la fase. Hacia el final del diestro, puede observarse edema del
estroma subyacente al epitelio. Durante el proestro, las células del epitelio luminal
pasan de ser cubicas a cilindricas, formando un epitelio columnar simple. Hay
mitosis frecuentes y la degeneracion de las células epiteliales glandulares y
luminales es escasa o nula (la aparicién de degeneracidn de las células epiteliales
marca el final del proestro/inicio del estro) y hay poca infiltracién de células
inflamatorias. La vasculatura del endometrio se hace mas prominente, y el
estroma puede mostrar algo de edema. Los cambios en el epitelio definen el inicio
del estro, con la aparicidbn de degeneracion celular y apoptosis en el epitelio
glandular y luminal. Esto es acompanado por una pérdida de actividad mitética y
por la infiltraciobn de leucocitos (Westwood 2008). Finalmente, durante el
metaestro, el epitelio endometrial muestra continua degeneracién y un retorno en
la actividad mitética.

Los cambios que experimenta el uUtero durante el ciclo estral responden a
fluctuaciones en los niveles hormonales de 173-estradiol (E2) y Progesterona (PQ)
(Wood y col., 2007), reguladas por las gonadotropinas LH y FSH (del inglés:
Follicle Stimulating Hormone) secretadas por la hipéfisis anterior. Los cambios
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hormonales que se producen durante el ciclo estral de la rata se esquematizan en
la figura 7. El pico de LH durante el proestro estimula al foliculo preovulatorio a
ovular y a formar el cuerpo luteo. Dos picos de FSH periovulatorios estimulan el
crecimiento de foliculos mas pequefios. Durante el metaestro el cuerpo luteo
secreta Pg que decae durante el segundo dia del diestro cuando comienzan a
aumentar los niveles de E2. El ciclo se completa durante el proestro cuando ocurre
el pico de E2 que estimula la liberacibn de gonadotrofinas que llevan a la

ovulacién (Lohmiller y Swing 2006).
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Figura 7: Niveles hormonales de progesterona (Pg), prolactina (PRL), 17B-estradiol (E2), hormona
leutinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) durante el ciclo estral de la rata. Los
ndmeros sobre el eje x representan distintos momentos del dia considerando 24 horas de reloj. Las
barras en negro representan el periodo de oscuridad. Las lineas de punto verticales sefialan la
medianoche. Cada punto representa el promedio de la concentracién hormonal con su desviacion
estandar. Tomado y modificado de Smith y col., (1975).
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2.1.1. Cambios en el ciclo estral en ratas de edad avanzada

La disminucién de las funciones reproductivas durante la mediana edad es
una caracteristica general de los mamiferos adultos. En ratas, la variacién en la
longitud de los ciclos estrales se debe a diversos factores, entre ellos las
condiciones sociales y medioambientales, y la edad. Las ratas por lo general no
presentan un cese abrupto y permanente de la ciclicidad estral, sino que
comienzan a manifestar una serie de cambios transitorios antes de entrar en
anestro (ausencia del estro) permanente, la Ultima etapa de la senescencia
reproductiva (Lu y col., 1979; vom Saal y col., 1994). A partir de los nueve meses
de edad, dependiendo de la cepa de rata, comienzan a observarse ciclos estrales
irregulares y aumento en la longitud (en dias) de los mismos (figura 8) (Lu y col.,
1979; vom Saal y col., 1994).

100
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Figura 8: Cambios cronoldgicos en los patrones de periodicidad del ciclo estral de ratas hembra
entre nueve y veintiséis meses de edad. La incidencia de ciclos estrales (CE) regulares se reduce
vertiginosamente a partir de los nueve meses de edad aproximadamente. Obsérvese que la mayor
incidencia de ratas con ciclos irregulares se produce alrededor de los doce meses de edad. Este
periodo es seguido por una fase de estro persistente de varios meses de duracion, y finalmente, la
Ultima fase de la senescencia reproductiva que es el diestro persistente. Tomado y modificado de
Lu ycol., (1979).

Alrededor de los doce meses de edad, la incidencia de ratas con ciclos

irregulares es muy elevada (figura 8). Tras este periodo comienza un estadio en el
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cual predominan las células epiteliales cornificadas (queratinizadas) en la citologia
vaginal. Este estadio puede durar varios meses y se lo denomina “cornificacion
vaginal persistente o “estro persistente” (figura 8) (Lu y col., 1979; vom Saal y col.,
1994). Después del estro persistente, algunos animales suelen experimentar
intervalos irregulares e intermitentes de diestro (de diez a catorce dias de
duracién), sugerentes de una fase lutea prolongada. A este estado se lo denomina
“pseudoprefiez repetitiva” (Lu y col., 1979; vom Saal y col., 1994). Finalmente, la
ultima etapa de la senescencia reproductiva es el “anestro o diestro persistente”
(figura 8), en la cual se observa baja densidad de células epiteliales y leucocitos
en la citologia vaginal (vom Saal y col., 1994). En esta etapa, se produce la caida
permanente en los niveles de E2 (con caracteristicas similares a las observadas
en ratas ovariectomizadas) y las ratas no presentan ovulacién (vom Saal y col.,
1994).

2.2. Expresion de Wnt en el utero

Ademas de las numerosas evidencias acerca de la importancia de algunos
miembros de la familia Wnt en la morfogénesis uterina (ver seccion 1.1), cada vez
son mas los autores que sugieren que genes de la familia Wnt juegan un rol
esencial en la funcionalidad del tracto reproductor femenino en la adultez (Kurita
2011; Miller y col., 1998b; Pavlova y col., 1994).

Para que se activen los mecanismos de accion intracelulares que gobiernan
los Wnt, estas moléculas se unen en primera instancia a receptores de membrana
celular de la familia Frizzled (Fz), que median la transduccion de sefales
intracelulares (Clevers 2006). Luego de la union Wnt-Fz, tres vias de senalizacidén
distintas pueden activarse (van der Horst y col., 2012): la candnica, que involucra
la activacion intracelular de B-catenina como principal mediador (Clevers 2006), la
no candnica de polaridad celular planar (Katoh 2005), o la no canénica Wnt/Ca?*
(Kohn y Moon 2005).

Se ha demostrado que Wnt7a, Wnt5a y Wnt4, se expresan en el utero
durante la adultez y que su expresion esta vinculada con los niveles de hormonas

circulantes (Miller y col., 1998b). Los cambios en los patrones de expresién de los
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genes Wnt observados durante el ciclo estral sugieren que la via de senalizacidon
de Wnt podria cumplir un rol importante en las interacciones estroma-epitelio y en
los cambios celulares que ocurren en el tracto reproductivo en respuesta a
fluctuaciones hormonales (Miller y col., 1998b). En el Utero, Wnt5a se expresa
durante el diestro y el estro en el estroma y el epitelio endometrial, mientras que
durante el proestro y metaestro la expresién se restringe al estroma. Se ha
sugerido que el E2 podria reprimir la expresion de Wnt5a en el epitelio uterino a
través de interacciones estroma-epitelio. Por su parte, se ha observado que la
expresion de Wnt7a en el adulto se restringe a las células epiteliales del Gtero, y
los mayores niveles de expresidén se corresponden con las etapas del ciclo estral
con altos niveles de Pg, sugiriendo que la Pg podria estar induciendo la expresion
de Wnt7a en el epitelio uterino (Miller y col., 1998b). Por otro lado, y en relacidon
con lo anteriormente mencionado que ratones knockout para Wnt7a presentan
metaplasias escamosas en el epitelio del Utero (seccion 1.1), Kurita y Nakamura
(2008) demostraron en ratones “postaxial hemimelia”, mutantes espontaneos para
Whnt7a, que los estrogenos (Eg) cumplen un rol esencial en la formacién de
metaplasias escamosas uterinas. Cuando estos ratones fueron ovariectomizados
en el DPN35, el epitelio uterino mantuvo su fenotipo normal (cilindrico), mientras
que el posterior tratamiento con E2 en el DPN60 indujo la expresion de p63 y la
transformacion del epitelio uterino en un epitelio escamoso, demostrando que los
Whnt son importantes genes diana de la accion de los Eg y del mantenimiento del
fenotipo epitelial uterino (Kurita y Nakamura 2008).

2.3. Interacciones estroma-epitelio reguladas por estrogenos

Como se ha mencionado, los procesos de diferenciacion funcional uterina en
el adulto dependen de interacciones reciprocas entre el estroma y el epitelio, las
cuales son mediadas por las hormonas esteroides ovaricas en los distintos
compartimientos del Gtero, a través de sus receptores especificos. En roedores, el
E2 induce proliferacién de las células epiteliales uterinas actuando a través del
receptor de estrogenos alfa (REa) ubicado en el estroma. Se ha propuesto que

el factor de crecimiento similar a insulina | (del inglés: Insulin-like Growth Factor-1I -
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IGF-I) podria ser el factor paracrino mediador del efecto del E2 sobre el epitelio
uterino (figura 9) (Sato y col., 2002; Winuthayanon y col., 2010).

A B |
o Lactoferrina/C3 Sa=as Reduccion de la
Epitelio —_— Epitelio e
g Proliferacion P expresion de RP
, Factores paracrinos [E2 Factores paracrinos
Estroma Estroma

Figura 9: Esquema representativo de las interacciones estroma-epitelio en el Utero, mediadas por
accién del receptor de estrogenos a en respuesta al estradiol (E2). Respuesta del epitelio a la
produccidon de proteinas de secrecidon y proliferacién (A), y a la expresion de receptor de
progesterona (RP) (B). ERa: Receptor de estrégenos alfa, IGF-I: Factor de crecimiento similar a
Insulina I. Tomado y modificado de Cunha y col., (2004).

Se ha observado que en ratones con delecion especifica del REa epitelial, la
expresion del ARNm de IGF-I aumenté luego de un tratamiento con E2
(Winuthayanon y col., 2010). Por otro lado, ratones transgénicos en los que se ha
silenciado el gen del IGF-I muestran ausencia en la respuesta mitogénica al E2 en
el epitelio uterino (Adesanya y col., 1999). Ademas, se ha demostrado que ratones
expuestos perinatalmente a Eg desarrollan hiperplasia en el epitelio luminal y
glandular vinculada con alteraciones en vias de sefalizacién que involucran al
IGF-1 y su receptor (IGF-IR) (McCampbell y col., 2008). De esta forma, se ha
sugerido que el IGF-I podria ser un mediador critico de las interacciones estroma-
epitelio inducidas por Eg, teniendo en cuenta que el mismo es producido
predominantemente en el estroma mientras que su receptor se localiza
principalmente en el epitelio uterino (Sato y col., 2002).

La expresion de moléculas de diferenciacion epitelial uterina también esta
controlada por las hormonas sexuales. El E2 regula la expresidén y secrecidén de
proteinas epiteliales tales como lactoferrina, CKs y componente del complemento
C3, aunque esta regulacién depende del REa estromal y epitelial (figura 9 A). Esta
dependencia indica que el E2 actuaria mediante efectos directos e indirectos
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(paracrinos) para estimular la expresién de estas moléculas por el epitelio (Cunha
y col., 2004).

Otro marcador importante de diferenciacién uterina regulado por Eg es el
receptor de Pg (RP) (Franco y col., 2012; Patel y col., 2015; Winuthayanon y col.,
2010). Mediante estudios de Inmunoprecipitacion de cromatina se ha demostrado
que en ratones tratados con E2, el REa es reclutado y se une a regiones
reguladoras de los promotores de genes blanco en el utero, entre ellos el RP (Ray
y Das 2006). Ademas, se ha observado en ratones que el tratamiento con E2
genera una disminucién en la expresién de RP en el epitelio uterino (figura 9 B) y
un aumento en el resto de los compartimientos (Cunha y col., 2004; Sahlin y col.,
2006; Winuthayanon y col., 2010). Esta respuesta del RP al E2 depende de las
acciones mediadas por el REa ubicado en el estroma, y no del REa epitelial

(Winuthayanon y col., 2010).

2.4. Receptores de hormonas esteroides

Los esteroides ovaricos Eg y Pg, son reguladores claves del crecimiento,
diferenciacién y funciones fisiolégicas de muchos tejidos, incluyendo el tracto
reproductor. Estas hormonas ejercen su accidn a través de sus receptores
especificos, que forman parte de una superfamilia de receptores nucleares (RN)
gue actuan como factores de transcripcion modificando la expresidén génica en los
tejidos sensibles para llevar a cabo la funcién biolégica de las hormonas
(Bjornstrom y Sjoberg 2005). Estructuralmente los receptores nucleares han sido
divididos en varios dominios (figura 10) (Kumar y Thompson 1999).

B I8
e
AF-1 AF-2

Figura 10: Organizacion estructural de los receptores nucleares. Esquema de las distintas regiones
que comparten todos los receptores nucleares. AF-1: dominio de transactivacion independiente de
ligando; DBD: dominio de unién a ADN; D: region bisagra; LBD: dominio de unién a ligando; AF-2:
dominio de transactivacion dependiente de ligando.
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Todos los receptores nucleares tienen una regién NH2-terminal de longitud
variable (100-500 aminoacidos) que contiene una funcién de transactivacion (AF-
1) que contribuye a la actividad transcripcional del receptor y es independiente del
ligando. Adyacente, se encuentra el dominio de unién al ADN (DBD) que es la
zona mas conservada entre los distintos receptores nucleares. Este dominio posee
un motivo de dos dedos de zinc coordinados por 8 residuos de cisteina
estrictamente conservados. A continuacién se localiza el dominio de unién a
ligando (LBD) cerca del extremo COOH-terminal y contiene una funcion de
transactivacion 2 (AF-2), dependiente de la presencia del ligando.

La presencia de receptores para Eg (RE) en el (tero fue descripta
inicialmente en la década del 60 (Toft y Gorski 1966). Actualmente se conocen dos
RE principales, codificados por genes diferentes: el REa y el beta (REB). Ambos
tipos de receptores se expresan en una amplia variedad de tejidos, aunque existen
notables diferencias en sus patrones de expresién.

El REa es expresado mayoritariamente en el endometrio, glandula mamaria,
células del estroma ovarico e hipotalamo, mientras que el REB es expresado
mayoritariamente en rifones, cerebro, hueso, corazén, pulmones, mucosa
intestinal, prostata y células del endotelio. Ademas de los receptores clésicos,
existe una familia de receptores nucleares relacionados con los RE (ERR, del
inglés: Estrogen Receptor-related Receptors), a la que pertenece el ERR gamma
(ERRYy), codificado por un gen independiente y similar estructuralmente a los RE.
Si bien hasta ahora no se han reportado ligandos fisiol6gicos para el ERRY,
evidencias sugieren que algunos ligandos sintéticos podrian actuar como
agonistas (Matsushima y col., 2007).

En las células diana, los Eg pueden actuar basicamente a través de 2
mecanismos, que se cree que son similares para los diferentes receptores

(Bjornstrom y Sjoberg 2005) y se esquematizan en la figura 11:

21



Introduccidn

oR

Cascadas de
protein-quinasas

Cascadas de
protein-quinasas

= 4

Figura 11: Representacién esquematica de la via clasica y no clasica de accién de los Estrégenos
(Eg). Se muestran los distintos mecanismos de accién de los Eg segun la via clasica (1 y 2) y la no
clasica (3, 4 y 5). E2; estradiol, GF; factores de crecimiento, ER; receptores de Eg; TF; factores de
transcripcion. Tomado y modificado de Bjornstrom y Sjoberg (2005).

La via mas estudiada es la via clasica (gendémica) en la que, en ausencia de
la hormona, el receptor se encuentra unido a un complejo inhibitorio multiprotéico
ubicado en el citoplasma de las células. La unién del ligando induce un cambio
conformacional en el receptor que promueve su dimerizacion. Asi el complejo Eg-
RE se trasloca al nucleo celular donde puede interaccionar ya sea directamente
con secuencias especificas altamente conservadas denominadas elementos de
respuesta a Eg (ERE, del inglés: Estrogen Response Element) localizados en la
regidbn promotora de los genes sensibles (figura 11-1). De manera indirecta, el
complejo puede actuar a través de la unién a factores de transcripcién que
contactan con el promotor de genes diana (figura 11-2) (Bjornstrom y Sjoberg
2005). En este ultimo caso, los RE pueden regular la expresion de genes diana
que no contienen EREs, lo cual es muy interesante si se tiene en cuenta que un
tercio de los genes regulados por RE en el humano no contienen EREs. Por
ejemplo, el gen del IGF-I, la colagenasa, y la ciclina D1 son activados por E2 a
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través de la unién del REa con los factores de transcripcion Fos y Jun en sitios de
union AP-1 de genes diana (Bjornstrom y Sjoberg 2005). Tanto en la via clasica
directa como en la indirecta, se activa la transcripcién al formarse el complejo de
iniciacion de la transcripcion que recluta diferentes coactivadores, corepresores y
proteinas reguladoras de la transcripcion.

La via no clasica en cambio, involucra la activacién de diferentes proteinas
quinasas y puede estar mediada por mecanismos genémicos o no gendmicos
(Bjornstrom y Sjoberg 2005). EI mecanismo gendmico a su vez puede darse en
ausencia de Eg, denominandose a esta variante “via gendmica independiente de
ligando”, en la cual las proteinas quinasas fosforilan y activan a los RE a partir de
la union de factores de crecimiento a sus receptores en la membrana celular
(figura 11-3). Este mecanismo se basa principalmente en la caracteristica que
poseen los factores de crecimiento polipeptidicos, tales como el factor de
crecimiento epidermal EGF (del inglés, Epidermal Growth Factor), de activar al
REa e incrementar la expresion de los genes blanco de los mismos (Smith 1998).
Otra variante del mecanismo gendmico puede darse por union del Eg a receptores
de membrana, con la posterior activacién de cascadas de quinasas que fosforilan
factores de transcripcion y modifican la transcripcion de genes especificos (figura
11-4). Las acciones no gendémicas del Eg, en cambio, incluyen movilizaciéon de
calcio intracelular, fosforilacién y activacion de proteinas citoplasmaticas como
eNOS y adenilato ciclasa, y dependen también de la unidén del Eg a sus receptores
de membrana (figura 10-5). La via no geno6mica permite respuestas celulares
mucho mas rapidas que las genémicas, debido a que no requiere activacion de la
transcripcion del ARN ni sintesis protéica (Bjornstrom y Sjoberg 2005).

Los receptores que unen especificamente Pg fueron caracterizados por
primera vez en el utero de mamiferos en el afio 1970 (Milgrom y col., 1970). A
diferencia de los RE, un unico gen codifica para la proteina del RP y puede
producir 9 transcriptos diferentes. Sin embargo, sélo se han reportado 4 isoformas
proteicas en varias especies, siendo las dos més frecuentemente halladas las
isoformas A (RP-A, con un peso de 81-83 kDa) y la B (RP-B, con un peso de 116-
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120 kDa) (Funk y DeMayo 1999). Estas isoformas se originan como consecuencia
de la activacién de diferentes promotores que presentan diferentes sitios de inicio
de la transcripcion. RP-A es una isoforma naturalmente truncada de RP-B que
funciona como un transactivador cuando actia como homodimero y como
represor de RP-B cuando ambas isoformas estan presentes (Graham y Clarke
1997). El mecanismo de accion del RP unido al ligando es muy similar a la via

clasica de accion del RE, descripto anteriormente.

2.4.1. Coreguladores

El hallazgo de que la activacion de un RN sobreexpresado indirectamente
podia inhibir la actividad transcripcional de otro RN (Halachmi y col., 1994), y que
un sistema in vitro consistiendo en RN purificados y factores de transcripcion era
ineficiente para activar la transcripcion (Klein-Hitpass y col., 1990), sugirieron que
se necesitaban moléculas adicionales para lograr una activacion transcripcional
inducida por hormonas. Hoy se sabe que la actividad de los RN depende de una
gran variedad de moléculas que no se unen al ADN directamente pero son
reclutados por los RN a las regiones promotoras de los genes diana, para
colaborar en la regulacién de la actividad transcripcional. Estas proteinas son
denominadas colectivamente coreguladores. Estudios de knockout en ratones
han demostrado distintos roles para diferentes coreguladores en el crecimiento y
desarrollo, en patologias asociadas a la reproduccion, trastornos metabdlicos y
cancer (Dasgupta y col., 2014; Lonard y O'Malley 2012). Como se mencion6
anteriormente, en muchos casos los RE se unen a EREs en sus genes diana e
interaccionan con la maquinaria de transcripcion y con los coreguladores. Estos
cooperan en reacciones de remodelacion de la cromatina e intervienen en la
asociacion del complejo de la ARN polimerasa Il con la maquinaria transcripcional
en la regidbn promotora del gen diana. Dependiendo del efecto de los
coreguladores sobre el resultado de la expresion génica, ellos pueden ser
divididos en coactivadores y corepresores. Los coactivadores se asocian a
receptores unidos a agonistas y promueven la activacién de la transcripcién del
gen diana, por ejemplo, mediante la activacion de acetil-transferasas de histonas.
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Los corepresores reprimen selectivamente la expresién génica por diferentes
mecanismos como por ejemplo, mediante el reclutamiento de enzimas con
actividad de histona deacetilasa (Hdac) hacia el complejo transcripcional
(Dasgupta y col., 2014). Un modelo general de interaccién de los coreguladores

con el RE es presentado en la figura 12.

Hormona CBP/p300
Coactivadores PCAF Actividad
acetilasa de
histonas
AF 2
RE \ AF-1 AF 1
/
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Corepresores >
desacetilasa de
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/

Figura 12: Reclutamiento de coactivadores y corepresores por el receptor de estrogenos (RE). El
complejo receptor-coactivador activa acetiliransferasas de histonas; de esta forma, las histonas
acetiladas se disocian de la cromatina y permiten que el complejo transcripcional se una a las
regiones regulatorias de los genes. Cuando el receptor se asocia con corepresores estos reprimen
la transcripcion mediante la actividad histona deacetilasa del complejo. Esta actividad mantiene
firme la unién entre las histonas deacetiladas y la cromatina resultando en la represién de la
transcripcion. Tomado y modificado de Monje (2009).

Desde el descubrimiento del coactivador 1 de receptores esteroides (SRC1,
del inglés: Steroid Receptor Coactivator 1) hace dos décadas (Onate y col., 1995),
mas de 400 coreguladores han sido identificados (www.NURSA.org). Ademas del
SRC1, otros miembros de la familia SRC como el SRC2 y SRC3 han sido
ampliamente implicados en la regulacion de la accion de los receptores de
hormonas esteroides. La expresién aberrante de SRC en diferentes tumores
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malignos y enfermedades genéticas los ha distinguido como reguladores claves en
diversas patologias humanas (Dasgupta y col., 2014; York y O'Malley 2010). La
interaccion de los SRC con el RE o el RP es promovida por agonistas e inhibida
por antagonistas. La capacidad de los diferentes ligandos del RE (y, en general,
de los RN) para actuar como agonistas o antagonistas, depende en gran medida
de su habilidad para inducir cambios conformacionales en el dominio de unién a
ligando y modular adecuadamente el reclutamiento de coreguladores.

La existencia de corepresores que moderen la actividad agonista provee un
mecanismo adicional en el ajuste de la expresion de genes diana, atenuando el
producto fisioldgico en situaciones donde hay niveles cronicamente elevados de
hormona (Hall y McDonnell 2005). En general, los receptores de esteroides tales
como el RE, RP, receptor de andrégeno y receptor de glucocorticoides interactian
con los corepresores en presencia de sus antagonistas respectivos. La mayoria de
los corepresores pueden controlar la actividad de los receptores por més de un
mecanismo y es posible que la sinergia entre diferentes mecanismos cooperen en

la inhibicion de la actividad transcripcional (Dobrzycka y col., 2003).

2.4.2. Mecanismos de regulacion del REa

Ademas de los mecanismos descriptos para las acciones de los RN en
general, el REa contiene multiples promotores transcripcionales ubicados corriente
arriba del primer exén codificante (+1) que controlan su expresién en forma
compleja y aun no dilucidada en su totalidad (Ishii y col., 2010; Kos y col., 2001).
Estudios comparativos entre las secuencias de ADNc del REa humano con el de
gallina, el de rata y el de ratbn demostraron que existe un alto grado de
conservacion en las secuencias codificantes del REa de estas especies, pero que
no ocurre lo mismo con sus extremos 5. En la rata se han descripto 5 promotores
para el REa, asociados a exones no codificantes: OS, ON, O, OT y E1 (figura 13)
que se expresan de manera tejido-especifica (Kato y col., 1998). El splicing
alternativo entre el exdn codificante lider y el exdn no codificante (transcripto a
partir de los diferentes promotores) resulta en multiples variantes de ARNm con
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distintas regiones 5’ no traducibles (5’'UTR, del inglés: 5’ Untranslated Region) que

codifican para la misma proteina (Ishii y col., 2010).

46.9Kpb 90-2Kpb 1-4Kpb 277pb

Figura 13: Representacion esquematica de la region promotora del gen del REa. Los recuadros
blancos muestran la posicién relativa de los exones 5’ no traducibles REa-OS, -ON, -O, -OT y -E1.
El recuadro gris indica la regién codificante. Tomado y modificado de Monje y col., (2007).

Las variantes 5’UTR del REa tienen en general una actividad transcripcional
baja, permitiendo solo un nivel basal de expresion en la célula. Esta regulacion
puede deberse a que, como se menciond, diferentes tejidos utilizan
mayoritariamente distintos promotores y ademas, los transcriptos producidos a
partir de los distintos promotores pueden someterse a splicing alternativo
resultando en secuencias que codifican distintas isoformas de la proteina (Kos y
col., 2001). Ademas, trabajos recientes han demostrado que estos promotores son
capaces de ser diferencialmente regulados en situaciones fisioldgicas particulares
o mediante la accion de compuestos con actividad estrogénica (Ishii y col., 2010;
Monje y col., 2007; Varayoud y col.,, 2005), aumentando la capacidad de
regulacion de la transcripcién del REa. Otra caracteristica interesante del gen del
REa es su tamano. Las grandes distancias que existen entre los promotores
podrian ser necesarias para permitir modificaciones epigenéticas en secuencias
regulatorias, que es otro importante mecanismo de regulacién de la expresion del
REa (Kos y col., 2001). En este sentido, varios estudios han demostrado que
ciertas regiones regulatorias del gen del REa son susceptibles de sufrir
modificaciones epigenéticas bajo condiciones particulares como ser la exposicién

a compuestos con actividad hormonal (Doshi y col., 2011; Monje y col., 2007). Se
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ha observado por ejemplo que durante el desarrollo postnatal temprano, pequenas
diferencias en la concentracion plasmatica de Eg afectan de manera tejido-
especifica la expresion de REa a través de distintos patrones de metilacion de

ADN en regiones regulatorias del gen (Furst y col., 2012).

2.5. Modificaciones epigenéticas

El epigenoma es particularmente vulnerable a desregulacion durante la
embriogénesis debido a que los patrones de metilacion o modificacién de histonas
necesarios para el normal desarrollo de los tejidos, se programan durante el
desarrollo temprano (Bernal y Jirtle 2010; Doshi y col., 2011).

Una modificacién epigenética de la cromatina involucra cambios heredables
en la expresion génica, sin cambios en la secuencia de ADN. Entre las
modificaciones epigenéticas conocidas podemos resaltar la acetilacion de
histonas, la metilaciéon de histonas y la metilacién del ADN (Bernal y Jirtle 2010).
En el caso de la acetilacion de histonas, los extremos N-terminales de cada
histona sobresalen desde los nucleosomas permitiendo que la enzima histona
acetiltransferasa adhiera  covalentemente un grupo acetilo (cargado
negativamente), generando repulsion de los fosfatos del ADN. En este estado, la
acetilacion permite al ADN separarse de los nucleosomas y ser accesible para la
maaquinaria transcripcional. Por el contrario, la eliminacién de un grupo acetilo por
una Hdac produce el efecto contrario, inhibiendo la transcripcion (de Ruijter y col.,
2003). Tres clases diferentes de Hdac, que se clasifican de acuerdo con la
secuencia y la similitud funcional en homoélogos de levadura, se han descripto
hasta el momento (de Ruijter y col., 2003). Dentro de las Hdacs de clase |, las
Hdac-1, -2 y -3 juegan un importante rol en la regulacién de la expresion génica
mediada por hormonas esteroides, ya que interactian con proteinas que son
reclutadas por los receptores hormonales (Guenther y col., 2002; Liu y Bagchi
2004). La importancia de las Hdacs en la diferenciacion endometrial ha sido
demostrada por los efectos de inhibidores sobre los distintos compartimientos del
utero. Estudios en ratones demostraron que los inhibidores de Hdacs como
tricostatina A y butirato de sodio aumentaron la proliferacion inducida por E2 y la
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incidencia de glandulas uterinas anormales e hiperplasia endometrial atipica,
asociado con cambios en la expresiéon de REa y RP (Gunin y col., 2005).

Ademas de las modificaciones en las histonas, la metilacién del ADN posee
un profundo impacto epigenético. Este proceso actia como una marca epigenética
estable y heredable que es critica para procesos celulares normales, incluyendo la
regulacion tisular, la expresion génica durante el desarrollo y la reparacion del
ADN. Al igual que como se mencion6 para las Hdacs, los factores ambientales
incluyendo las hormonas, tienen la capacidad de alterar los patrones de
metilacién, especialmente en momentos de desarrollo. La unién covalente de un
grupo metilo a un residuo de citosina en dinucle6tidos CpG (denominado sitio
CpG) es realizada por la enzima ADN metiltransferasa (Dnmt, del inglés: DNA
Methyltransferase). Los sitios CpG estan comunmente metilados a través de todo
el genoma. Sin embargo, normalmente no estan metilados en las llamadas islas
CpG, las cuales son regiones que contienen grandes cantidades de CpG (>60%)
en la region regulatoria 5, o promotora de un gen (lllingworth y col., 2008).
Pequefios cambios en los niveles de metilacion en determinados sitios CpG del
promotor de un gen pueden tener un efecto significativo sobre la expresién génica.
La metilacion de los residuos de citosina es permanente, irreversible, y resultara
en la represion transcripcional. El proceso de metilacién del ADN impacta en la
expresion génica y la estructura de la cromatina de varias maneras.
Principalmente, las citosinas metiladas pueden ser usadas como sitios de
acoplamiento para proteinas de unibn a metilos las cuales luego reclutan
complejos remodeladores de la cromatina que contienen enzimas Hdacs,

resultando en el condensamiento de la estructura de la cromatina.

3. Perturbadores endocrinos

La diferenciacion perinatal del tracto genital de los mamiferos ocurre
siguiendo una compleja serie de interacciones entre los receptores hormonales

clasicos y las moléculas de sefalizacion que en ultima instancia programan a las
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células diana para responder apropiadamente al medio hormonal a lo largo de la
vida. El organismo en desarrollo es sensible a las perturbaciones por quimicos con
actividad endocrina, los cuales pueden resultar en una respuesta hormonal
anormal afectandose varios procesos fisiolégicos.

En las ultimas décadas se ha alcanzado un amplio consenso en relacion a
los efectos adversos que resultan de la exposicion a quimicos que poseen
actividad hormonal y pueden interferir con el funcionamiento del sistema
endocrino. Se ha sugerido como hipétesis que determinados efectos adversos
sobre la salud humana y de poblaciones animales, como el incremento de algunos
tipos de canceres dependientes de hormonas, malformaciones y disfunciones
reproductivas como infertilidad, problemas en el embarazo, abortos espontaneos,
algunas formas de neurotoxicidad o el fracaso de la respuesta inmune, podrian
deberse a la exposicibn a este tipo de sustancias llamadas perturbadores
endocrinos (PE). La Agencia de Proteccibn Ambiental de los Estados Unidos
(EPA- del inglés: Environmental Protection Agency) define a los PE como:
“agentes exdégenos que interfieren con la sintesis, secrecion, transporte, unién a
receptores, accién o degradacién de las hormonas enddgenas responsables de
mantener la homeostasis, reproduccion, desarrollo y/o conducta” (www.epa.gov).
Mas recientemente, en 2012, la Endocrine Society definié a los PE como quimicos
exégenos 0 mezclas de quimicos que interfieren con cualquier aspecto de la
accion hormonal (Zoeller y col., 2012). Aunque estos compuestos no poseen una
estructura quimica similar a la de las hormonas esteroides naturales (figura 14),
muchos de ellos han demostrado tener actividad estrogénica, denominandose
xenoestrogenos (National Research Council 1999).
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Figura 14: Estructura molecular de algunas hormonas esteroides y xenoestrogenos. Se pueden
observar comparativamente las estructuras de las hormonas 17p-estradiol y progesterona, y de dos
perturbadores endocrinos: el dietilestilbestrol y el bisfenol A. Tomado y modificado de Monje
(2009).

Los xenoestrégenos se unen a los RE con diferentes afinidades y alteran su
capacidad de activar la transcripcién de genes dependientes de Eg (Delfosse y
col., 2014; Delfosse y col., 2012). La expresion anormal de genes sensibles puede
dar lugar a una desregulaciéon permanente en las vias de sefalizacion hormonal,

con consecuencias adversas para la salud.

3.1. Bisfenol A

El Bisfenol A (BPA, di-(p-hidroxifenil) dimetilmetano) es un xenoestrégeno
que esta recibiendo marcada atencién debido a su alto potencial para causar
efectos adversos sobre la salud humana y de los animales. El BPA fue sintetizado
por primera vez en 1891, aunque su uso no fue muy difundido hasta que se
descubrié su capacidad de polimerizacién para generar policarbonatos plasticos.

El enlace éster que une a los monémeros de BPA entre si para formar el polimero
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no es estable y en consecuencia, el polimero se debilita con el tiempo, liberando
BPA al material con el que se encuentra en contacto. Ademas, el calentamiento a
altas temperaturas (con fines de esterilizacibn o de coccion en hornos de
microondas) o la exposicién a pH extremos, acelera la hidrélisis del enlace éster.

En la actualidad el BPA se encuentra ampliamente utilizado en la produccién
de productos de policarbonato, resinas epoxi y otros plasticos que incluyen
polisulfonas, alquilfenoles, poliéster-estirenos y ciertas resinas de estireno.
Ademas de la industria del plastico, el BPA se ha utilizado en la formulacién de
pesticidas (fungicidas), antioxidantes, gomas y estabilizantes (cloruros de
polivinilos) (Takahashi y Oishi 2000; vom Saal y Hughes 2005). Su amplio uso
crea una fuente de exposicion incalculable debido a que también se encuentra
presente en selladores dentales, recubriendo el interior de latas de conserva,
recipientes plasticos para alimentos y bebidas, mamaderas y utensilios para usos
en horno microondas. Otras exposiciones resultan del uso del BPA en laminas
films, tuberias reforzadas, esmaltes y barnices, adhesivos, dentaduras artificiales,
discos compactos y aislantes eléctricos (Takahashi y Oishi 2000). Las
estimaciones actuales indican que mas de ocho mil millones de libras de BPA son
producidas anualmente y que aproximadamente 100 toneladas son liberadas a la
atmosfera cada ano (Rubin 2011; Vandenberg y col., 2012).

Una evidencia consistente de la exposicion a BPA se demostré en un estudio
realizado sobre muestras de orina de 394 personas de Estados Unidos analizadas
por el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (Atlanta, EE.UU.), donde
el 93% de ellas poseian niveles detectables de BPA, sugiriendo una continua
exposicion humana a BPA, proveniente de multiples vias (Calafat y col., 2008).
Actualmente se asume que la via mas comun de exposicion a BPA en la poblacion
es a través de la dieta (Christensen y col., 2012; Rudel y col., 2011). Las dosis
ingeridas estimadas de BPA por via oral en humanos llegan a los pg/dia (tabla 1).
Concentraciones detectables de BPA también se han encontrado en el tejido
placentario, liquido amniético (Engel y col., 2006; Takahashi y Oishi 2000), y en
leche materna (Ye y col., 2006), lo que sugiere que la exposicidn puede ocurrir tan
pronto como durante el periodo de la periconcepcién y lactancia.
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Tabla 1: Niveles de BPA reportados en humanos.

Fuente de BPA Dosis ingerida (via oral) Reportado por
Latas de conserva 3,8 pg/dia Miyamoto y Kotake (2006)
Envases plasticos 0,14 ug/dia Liy col., (2010)

Selladores 3,98 ng/ml en saliva recolectada 3 h después | Zimmerman-Downs y col.,
dentales de la aplicacién de selladores dentales (2010)

En los afnos ochenta, la EPA concluy6é que la minima dosis de BPA con la
cual se observaban efectos adversos (denominada “dosis LOAEL”, del inglés:
Lowest Observed Adverse Effect Level) correspondia a 50 mg/kg de peso
corporal/dia (Environmental Protection Agency 1988). Segun estos datos y
diversos andlisis realizados por la EPA y la Administracién de Drogas y Alimentos
de Estados Unidos (FDA, del inglés: Food and Drug Administration), la dosis
LOAEL establecida se dividié por un factor de 1000 para proporcionar un margen
de seguridad para los limites de exposicion diarios permitidos. Asi, se estableci6é
como dosis de referencia o valor de exposicion “segura” a BPA, a una dosis de
50 pg/kg de peso corporal/dia (ug/kg/dia) (Environmental Protection Agency 1988),
es decir, 1000 veces menor que la LOAEL. Esta dosis de referencia continda
siendo el estdndar de seguridad actual para exposiciones diarias a BPA (Rubin
2011).

Actualmente, numerosos estudios alertan sobre una amplia variedad de
efectos adversos con exposicion a dosis menores a las establecidas por la EPA
como “dosis segura’ (Peretz y col., 2014; Richter y col.,, 2007; Tyl 2014;
Vandenberg y col., 2013; Varayoud y col., 2014). En estudios experimentales en
roedores, se ha demostrado que el BPA afecta diversos indices reproductivos,
tales como el peso de ovarios, utero y vagina, la tasa de fertilizacién, la distancia
anogenital, el inicio de la pubertad (Cabaton y col., 2011; Fernandez y col., 2009;
Nah y col., 2011), la esteroidogénesis en el ovario y la calidad de los ovocitos (Liy
col., 2014; Peretz y col., 2014), alteraciones del eje hipotalamo-hipofiso-gonadal y
ciclos estrales irregulares (Fernandez y col., 2009; Nah y col., 2011; Rodriguez y
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col., 2010). Ademas, en nuestro laboratorio, hemos observado una asociacién
entre la exposicion a bajas dosis de BPA durante el desarrollo y alteraciones en
las glandulas prostatica y mamaria, el cerebro y el Utero de roedores (Altamirano y
col., 2015; Bosquiazzo y col., 2010; Durando y col., 2007; Kass y col., 2012; Monje
y col., 2009; Munoz-de-Toro y col., 2005; Ramos y col., 2007; Ramos y col., 2001;
Rodriguez y col., 2010; Varayoud y col., 2008; Varayoud y col., 2014), efectos de
reversion sexual en una especie de la fauna como el Caiman latirostris (Stoker y
col., 2008; Stoker y col., 2003) y alteraciones en el desarrollo folicular y la
esteroidogenesis en especies de interés zootécnico (Rivera y col., 2011; Rivera y
col.,, 2015). En la figura 15 se muestran alteraciones en algunos tejidos de
animales expuestos a BPA, reportadas por nuestro grupo de trabajo.
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Figura 15: Efectos de la exposicion temprana a BPA sobre la histoarquitectura y funcionalidad de
distintos tejidos. A) Glandula mamaria de animales control (1) y expuestos a BPA (2). La exposicion
a BPA estuvo asociada con aumento de lesiones epiteliales pre-neoplasicas (hiperplasias ductales)
y alteraciones en el estroma adyacente de la glandula mamaria. B) Prostata ventral de ratas control
(1) y expuestas a BPA (2) presentando cambios en el fenotipo del estroma periductal de la préstata
ventral con aumento de la expresién de vimentina alrededor del ducto (2, flechas). C) Estroma
uterino de ratas adultas control (1) y expuestas a BPA (2). Se observa una disminucién en la
expresion de REa en el estroma uterino de ratas expuestas a BPA. D) Cuernos uterinos de ratas
control (1) y expuestas a BPA (2), en el dia 9 de gestacion. La exposicién a BPA produjo una
disminucién del n° de sitios de implantaciéon. Tomado y modificado de A) Durando y col., (2007), B)
Ramos y col., (2001), C) Bosquiazzo y col., (2010), D) Varayoud y col., (2011).

Particularmente en el Utero, diversos estudios utilizando modelos de

exposicion temprana a BPA han demostrado alteraciones histomorfologicas y en la
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expresién de genes involucrados en el desarrollo y la diferenciacion funcional
uterina en roedores en diferentes etapas de la vida adulta (Suvorov y Waxman
2015). Newbold y col., (2009) demostraron alteraciones pre-neoplasicas como
hiperplasia endometrial atipica y pélipos en el Utero de ratones hembra adultas
tratadas prenatalmente con BPA. En otros modelos de exposicién temprana a BPA
se observaron cambios morfolégicos y en la expresién de REa y REB en los
compartimientos epitelial y estromal del utero de ratones (Markey y col., 2005;
Schonfelder y col., 2004), y subfertilidad evidenciada por un menor numero de
sitios de implantacion en ratas prefiadas (Varayoud y col., 2014).

Aunque el mecanismo por el cual el BPA es capaz de inducir anormalidades
en los tejidos sensibles a Eg es desconocida, actualmente estd cobrando gran
importancia la hipétesis de que el BPA podria estar interfiriendo con la regulacién
epigenética normal durante el desarrollo perinatal. Durante el desarrollo prenatal y
postnatal temprano los érganos Eg-sensibles son particularmente susceptibles o
vulnerables a la accién de Eg y/o andrégenos exdgenos (o quimicos con actividad
hormonal), los cuales podrian provocar alteraciones epigenéticas que afecten la
transcripcion o la regulacion de genes especificos con consecuencias adversas a
lo largo de la vida (Cruz y col., 2014; Vaiserman 2014). Varios estudios en
roedores han demostrado que el BPA puede actuar a través de diferentes
mecanismos epigenéticos en varios 6rganos, incluyendo el dtero (Bromer y col.,
2010; Doherty y col., 2010; Doshi y col., 2011; Kundakovic y Champagne 2011).
Los efectos de la exposicion temprana a BPA podrian ponerse de manifiesto
durante la adultez cuando los érganos hormono-dependientes son expuestos a
situaciones endocrinas endégenas o exdégenas particulares como la gestacion o el
tratamiento con hormonas. Conforme a esta hipotesis, recientemente hemos
demostrado que ratas hembras recién nacidas expuestas a BPA, presentaron una
respuesta uterina alterada frente a un tratamiento con hormonas ovéricas en la
adultez (Bosquiazzo y col.,, 2010; Varayoud y col.,, 2008). En estos animales
demostramos cambios en la expresion de REa y RP en el utero asi como una
menor proliferacion de las células endoteliales y del estroma subepitelial del

endometrio, asociada con una disminucion de la expresion de sus mediadores
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moleculares (factor de crecimiento del endotelio vascular -VEGF- y Hoxa10,

respectivamente).

Teniendo en cuenta todos los antecedentes mencionados, estudiar los
efectos de la exposicion a BPA durante periodos criticos de la organogénesis y la
diferenciacion uterina, en distintas condiciones controladas por hormonas (i.e.:
edad reproductiva, tratamiento exdégeno con hormonas), aportaria evidencias
sobre posibles mecanismos o desregulaciones responsables de alteraciones en el
microambiente tisular que podrian favorecer el desarrollo de alteraciones pre-
neoplasicas en el Utero. Debido a que el avance cientifico y biotecnolégico ha
llevado a la utilizacion (y por lo tanto exposicién) cada vez mayor de sustancias
con actividad de PE con preocupantes consecuencias sobre los 6rganos
reproductivos, creemos que los resultados a obtener ayudaran al desarrollo de
politicas de prevencién que eviten los efectos adversos sobre la salud.

4. Hipotesis de trabajo

Nuestra hipétesis propone que la exposicién a BPA durante periodos criticos
de la organogénesis y diferenciacién uterina modifica el microambiente tisular
alterando la expresion de genes claves en el desarrollo y la posterior funcionalidad

uterina en la adultez.
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Objetivos

1. Objetivo General

En el presente trabajo de tesis doctoral nos propusimos como objetivo
general, estudiar los efectos de la exposicion perinatal a BPA sobre la
diferenciacién funcional uterina en ratas adultas en distintas edades reproductivas
y en un modelo de rata ovariectomizada tratada con Eg. Ademas nos propusimos
optimizar una metodologia de cultivos en 3 dimensiones (3D) de células epiteliales
endometriales, como herramienta para estudiar los efectos de la exposicién in vitro
a BPA.

1.1. Objetivos Particulares

1. Estudiar los efectos de la exposicién perinatal a BPA en distintas edades
reproductivas:

a) en ratas adultas jovenes (DPN90), evaluar la histomorfologia uterina, la
dinamica celular (proliferacion y apoptosis) en los diferentes compartimientos del
utero, y la expresién de marcadores de diferenciacién estromal.

b) en ratas adultas (DPN360), realizar un exhaustivo analisis histomorfoldgico del

utero y evaluar marcadores de diferenciacién epitelial y estromal.

2. Evaluar los efectos de la exposicién perinatal a BPA sobre la respuesta del
utero de ratas adultas frente a un tratamiento prolongado con E2:

a) estudiar las caracteristicas histomorfolégicas del utero y la expresion de
moléculas involucradas en la respuesta epitelial uterina al E2 y en la diferenciacion
funcional de las glandulas uterinas (i.e.: RP, Wnt7a, Wnt5a, B-catenina).

b) estudiar la expresiéon de moléculas implicadas en la diferenciacion funcional
uterina y en las comunicaciones estroma-epitelio en respuesta a E2 (i.e.:
receptores hormonales, coreguladores, IGF-I).

c) evaluar la expresion de enzimas involucradas en mecanismos de regulacion

epigenética (metilacidon de ADN, metilacién/acetilacion de histonas).
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3. Desarrollar una metodologia de cultivos en 3D de células epiteliales
endometriales, para disefiar experimentos de exposicién in vitro a bajas dosis de
BPA. Estos experimentos permitiran investigar los mecanismos de accién del BPA
sobre estructuras epiteliales glandulares formadas en 3D.
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Materiales y Métodos

1. Animales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar pertenecientes al bioterio del
Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (ISAL, CONICET-UNL), de la Facultad de
Bioquimica y Ciencias Biolégicas (FBCB). Los animales fueron mantenidos
durante todo el experimento bajo condiciones reguladas de temperatura (22 + 2°C)
y con fotoperiodo de 14 h de luz (desde las 05.00 h hasta las 19.00 h) y 10 h de
oscuridad. La concentracion de fitoestrégenos en la dieta no se evalud; sin
embargo, debido a que la ingesta de alimentos de las ratas control y las tratadas
con BPA fue equivalente, asumimos que todos los animales fueron expuestos a
los mismos niveles de fitoestrégenos (para mayor informacién sobre la
composicion del alimento ver Kass y col., (2012). Para reducir al minimo la
exposicién a otros productos quimicos con actividad estrogénica, las ratas fueron
alojadas en jaulas de acero inoxidable con “cama” de viruta de madera de pino
estéril (Instituto de Ciencias Veterinarias -ICIVET-, CONICET-UNL). Los animales
tuvieron libre acceso al agua en botellas de vidrio con tapones de goma y al
alimento balanceado en forma de pellets (Alimentos Cooperacion, Rafaela, Santa
Fe). Todos los animales utilizados fueron manipulados de acuerdo a la Guia de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio editada por la Academia Nacional de
Ciencias (USA). Los experimentos llevados a cabo durante la ejecucion de esta
tesis fueron aprobados por el Comité de Etica de la FBCB, UNL.

1.1. Diseho experimental

Ratas hembra fueron tratadas perinatalmente (gestacion + lactancia) con
BPA a través del agua de bebida, desde el dia de gestacién (DG) 9 hasta el dia
postnatal 21 (DPN21), que corresponde al destete de las crias. La via oral fue
escogida para la exposicion a BPA debido a que es la via mas relevante de
exposicién en la poblacién en general (Christensen y col., 2012; Rudel y col.,
2011). Para la obtencién de ratas prefiadas, se aloj6 a la hembra en la jaula con
un macho de fertilidad comprobada y se observé su comportamiento. Si la hembra

presentaba conducta receptiva, evidenciada por el reflejo de lordosis, se la dejaba
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toda la noche con el macho. A la manana siguiente se procedia a hacer
extendidos vaginales y la presencia de espermatozoides confirmaba la prefiez del
animal. Ese dia se consider6 como el DG1. En nuestra colonia la gestacién tiene
una duracién de 23 dias y el horario aproximado de parto es entre las 12 y 14 h.
En el DG9, que corresponde al inicio de la organogénesis fetal, las ratas prefiadas
fueron pesadas y divididas aleatoriamente en 3 grupos experimentales de 10-14
madres por grupo: Control, con etanol al 0,001%; y BPA (99% pureza, Sigma-
Aldrich, Buenos Aires, Argentina) en dos dosis diferentes que se calcularon en
base al peso promedio de las hembras y al consumo de agua durante la prefiez y
la lactancia.

En el presente trabajo de tesis nos propusimos exponer a los animales a la
dosis segura de BPA establecida por la EPA, de 50 pg/kg/dia (Environmental
Protection Agency 1988). Teniendo en cuenta que el promedio del peso de
nuestros animales es de 250 g aproximadamente, y el consumo de agua diario es
de 50 ml/dia, se preparé una solucion de BPA de 250 ug/l, de manera tal que los
animales estuvieran expuestos a una dosis equivalente a la dosis segura
establecida por la EPA, y se prepar6é también otra solucién de BPA de 2,5 ugl/l
(100 veces menor a la dosis segura). Durante el tratamiento se midié dos veces
por semana el consumo de agua por cada animal para posteriormente poder
calcular la dosis promedio que efectivamente recibieron los animales. Después del
parto, las crias se pesaron y se sexaron de acuerdo con la distancia anogenital;
camadas de ocho crias (preferentemente cuatro machos y cuatro hembras) se
dejaron con las madres durante el periodo de lactancia. En las crias hembra se
determiné el inicio de la pubertad examinando diariamente el momento de la
apertura vaginal (Ojeda y Urbanski 1994). Después de los 2 meses de edad, se
evaluaron las caracteristicas del ciclo estral mediante la realizacion diaria de
extendidos vaginales (Montes y Luque 1988). Se seleccionaron para el trabajo
experimental los animales que presentaron ciclos estrales regulares de 4 o 5 dias.

Las hembras de todos los grupos (control y tratadas con BPA) se dividieron
aleatoriamente en 2 experimentos principales (figura 16). Solo una cria de cada
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camada se incluy6é en cada punto evaluado. Las hembras restantes y todos los

machos de cada camada fueron asignados a otros experimentos.

| Prefiez ‘ ‘ Lactancia | | Crias hembra
DPNS90 DPN360
Efectos sobre el (tero
en distintas edades
reproductivas
D69 D623 DPN21 -
- il = Adulto joven Adulto
Sacrificio en estro
Organogénesis  Parto Destete DPN460
Efectos sobre la
1od 20 respuesta del dtero
\TENTO a E2

ovX

| DPN360
IF Control (etanol 0.001%)

|. BPAO.5 (0.5 pg/Kg/d) Sacrificio
ks BPA50 (50 pg/Kg/d)

Implantes E2

Figura 16: Disefio experimental principal. Protocolo utilizado para estudiar los efectos de la
exposicion perinatal (gestacion + lactancia) a bisfenol A (BPA) sobre el Gtero de ratas en diferentes
etapas reproductivas: jovenes (DPN90) y adultas (DPN360); y la respuesta del Gtero a un
tratamiento con 17B-estradiol (E2) en la adultez (DPN460). DG: dias de gestacion, DPN: dia
postnatal; OVX: ovariectomia.

Los 2 experimentos que se describen en la figura 16 fueron disenados
teniendo en cuenta los siguientes propésitos:

A) Evaluar los efectos a largo plazo de la exposicion perinatal a BPA en
el utero de ratas en diferentes etapas reproductivas, para lo cual, un grupo de
ratas (n= 10-14 ratas/grupo experimental) fueron sacrificadas en estro a los 3
meses de edad (DPN90, adultas jovenes) y otro grupo de animales (n= 10-14
ratas/grupo experimental) a los 12 meses de edad (DPN360, adultas). La
identificacion del estro se realizd6 mediante extendidos vaginales y evaluacién de la
conducta receptiva al macho (lordosis) en la tarde del proestro.

B) Investigar si la exposicion perinatal a BPA modifica la respuesta a un
tratamiento crénico con E2 en la adultez, para lo cual un grupo de ratas (n= 9-
14 ratas/grupo experimental) fueron ovariectomizadas (OVX) en el DPN360 con el
objetivo de disminuir al maximo los niveles de Eg enddgenos. Diez dias después
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de la OVX los animales fueron tratados con E2 (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) durante 3 meses. El tratamiento se realiz6 por via subcutéanea (sc)
utilizando implantes de silastic (diametro exterior: 3,18 mm, didmetro interior: 1,57
mm, 30 mm de longitud; Specialty Manufacturing, Midland, MI, USA) cargados con
E2 (1 mg/ml) disuelto en aceite de maiz (Bottner y Wuttke 2005). Para su armado,
los implantes fueron primero sellados con silicona en un exiremo, luego se
llenaron con la solucién de E2 y posteriormente se selld el extremo restante. Se
dejaron secar, se lavaron dos veces durante 15 min con alcohol 96° y se
conservaron a temperatura ambiente hasta el momento de su colocacion. 24 h
previas a su colocacién en el animal, los implantes se sumergieron en una
solucién de fosfato 0,05 M, pH 7,5 (PBS, del inglés: Phosphate Buffer Solution) a
37°C, con el objetivo de llegar a un equilibrio en la tasa de liberacién de la
hormona previo a la colocacion en el animal de experimentacion. Para
asegurarnos una exposicién constante a E2, los implantes fueron cambiados cada
30 dias. Los animales se sacrificaron a los 90 dias de comenzado el tratamiento
(grupos Control+E2 y BPA+E2).

Todos los animales recibieron 2 h antes del sacrificio una inyeccién
intraperitoneal de bromodeoxyuridina (BrdU, 6 mg/100 g de peso corporal -Sigma)

para posteriormente evaluar la proliferacién celular.

1.2. Experimentos complementarios

Para evaluar si los efectos observados en el Utero de las ratas adultas
tratadas con E2 se debieron: al tratamiento con E2, a la edad de los animales, 0 a
una combinacibn de ambas variables, se realizaron dos experimentos

complementarios (figura 17):

a) Evaluamos el efecto del tratamiento con E2 en ratas jovenes (descartando
en este caso la variable de la edad). Para ello ratas jovenes de DPN90 (n= 6),
fueron OVX y tratadas con E2 durante 3 meses (tal como se describié en la
seccibén anterior) y se sacrificaron al final del tratamiento (DPN190-E2).
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b) Evaluamos la variable edad de los animales (descartando en este caso la
variable del tratamiento con E2). Para ello utilizamos ratas hembras adultas (n= 5)

sin tratamiento alguno, que fueron sacrificadas en estro en el DPN460.

DPN190

Respuesta del dtero a E2

A0 o en ratas adultas jovenes
(GRUPO DPN190-E2)
OovX
DPNS0 Implantes E2
Ratas
hembra Sacrificio
DPN21 DPN460
(destete)
Efectos uterinos
relacionados con la edad
(GRUPO DPN460)
Sacrificio

Figura 17: Disefio de experimentos complementarios. Protocolo utilizado en hembras no expuestas
a Bisfenol A (BPA) para estudiar el tejido uterino en ratas jévenes tratadas con 17B-estradiol (E2)
(DPN190-E2) vs. ratas adultas (DPN460) sin tratamiento con E2.

2. Cirugias y obtencion de muestras

2.1. Ovariectomia bilateral

Antes de comenzar la cirugia se sumergié el instrumental en alcohol al 70% y
se prepard el hilo de sutura. Se anestesio el animal con la mezcla de anestesia
disociativa: ketamina (50 mg/ml, Holliday Scott, San Isidro, Buenos Aires,
Argentina), Acepromacina maleato (ACEDAN. 10 mg/ml, Holliday Scott) y Xilazina
(20 mg/ml, Koning LK, Avellaneda, Buenos Aires, Argentina) en una relacién
50:5:1, y se lo colocé en la tabla de cirugia con el abdomen hacia abajo,
sujetandolo por sus extremidades. Se desinfecté el campo de cirugia con alcohol
al 70% y se procedio6 a practicar una incision de 1,5 cm en la linea media de la piel
dorsal. Se divulsiondé el tejido subcutaneo para separar la piel del tejido muscular
subyacente. Para ingresar a la cavidad abdominal se debe atravesar la pared
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muscular y el peritoneo, para lo cual se realizaron dos incisiones, una a la
izquierda y otra a la derecha, a una distancia de 0,5 cm de la columna vertebral y
a 0,5 cm de la ultima costilla. Con pinza anatémica de punta roma se localizaron
los 6rganos genitales internos, manipulando con pinzas la grasa circundante para
evitar lesionar los 6rganos. Una vez localizado el ovario se lo expuso tomandolo
por la grasa circundante, para evitar cualquier tipo de presion. Se ligdé el hilio
ovarico a nivel de la union utero-tubarica asegurando la obstruccion completa de la
arteria principal ovérica y se seccioné por arriba de la ligadura, extrayendo el
ovario y oviducto. Se introdujo el resto del material expuesto en la cavidad
abdominal y se procedi6é a suturar el peritoneo junto con el tejido muscular con
sutura continua. Por ultimo, se sutur6 la piel con puntos discontinuos. La hembra

operada se dejo en jaula individual para su recuperacion.

2.2. Colocacioén de implantes

Para la colocacion de cada implante, se anestesié al animal y se lo colocé
sobre una tabla de diseccion exponiendo la parte dorsal. Se embebid con alcohol
al 70% la zona donde se practicaria la incisién (regién préxima a la unién de la
cabeza con el tronco) y se realiz6 un corte en la piel (de 10 mm aproximadamente)
en sentido vertical craneo-caudal. Con tijera de punta roma, se divulsioné
separando la piel del tejido muscular de forma tal de crear una cavidad para alojar
el implante. Se coloc6 el implante y luego se procedi6 a suturar la herida con 1 6 2
puntos discontinuos. Luego de 30 dias, se realizd la misma maniobra quirurgica
para reemplazar el implante por uno nuevo. Se realizé un corte en la piel de la
misma forma que como se explicdé anteriormente, luego se extrajo
cuidadosamente el implante del animal y se divulsioné hacia otra zona para crear
una nueva cavidad donde se colocé el nuevo implante. Este procedimiento se

realizé6 nuevamente a los 30 dias.

2.3. Diseccion de cuernos uterinos
Una vez concluido el experimento, los animales se anestesiaron en camara

de CO,, se sacrificaron por decapitacién y se recogié la sangre para la posterior
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obtencién de suero. Luego se colocaron en la tabla de diseccidén sujetandolos de
sus extremidades, con el abdomen hacia arriba. Se procedié a levantar la piel con
pinza de punta "diente de raton" a unos 1,5 cm del orificio vaginal y con la tijera de
punta roma se practicéd una incision en angulo de 45° hacia los laterales hasta la
altura de las ultimas costillas, quedando expuestos los musculos abdominales en
los que se practicé la misma maniobra quirdrgica. De esta manera quedd expuesta
la cavidad abdominal. Con pinza anatémica de punta roma se separaron las asas
intestinales y la grasa mesentérica hacia un lado, visualizando el tracto genital.
Con tijera de punta fina se procedi6 a disecar ambos cuernos uterinos.

En este trabajo, uno de los cuernos fue destinado para su procesamiento
histolégico mientras que el otro rapidamente se congel6 en nitrégeno liquido para
estudios de biologia molecular.

3. Procesamiento de las muestras

Las muestras obtenidas fueron procesadas de diferentes maneras de
acuerdo a los siguientes propaésitos:

a) para determinacién de niveles séricos de E2 las muestras de sangre
obtenidas al momento del sacrificio fueron recolectadas en tubos de vidrio y, luego
de retraido el coagulo, fueron centrifugadas separandose el suero que se
conservo a -50°C hasta su uso.

b) para estudios por microscopia Optica, los cuernos uterinos se fijaron en
formol al 4% tamponado a pH 7,5 con una solucion de PBS durante 6 h
respetando la proporcién recomendada de fijador/muestra (20:1) para mantener de
forma definitiva las estructuras histoldgicas y citolégicas del tejido. Luego se
realizaron dos lavados con PBS de 10 min cada uno y se mantuvieron los tejidos
en una solucién de alcohol 70° a 4°C. Se procesaron por técnicas histoldgicas de
rutina hasta su inclusién en parafina (Junqueira y Junqueira 1983). Durante el
protocolo de procesado, las muestras son deshidratadas en alcoholes de

graduacién creciente, que luego es sustituido por xilol (un solvente no acuoso
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miscible en parafina fundida). La inclusion en parafina consta de colocar la
muestra dentro de un frasco que contiene parafina fundida en estufa a 60°C. El
calor provoca la evaporacion de los restos del solvente (xilol) y de esta forma, los
espacios ocupados por éste son impregnados por la parafina. Luego se coloca la
muestra en un recipiente con parafina fundida y se deja solidificar a temperatura
ambiente. Esto permite obtener un bloque de parafina denominado “taco” con el
tejido en su interior. Obtenido el taco, se realizan cortes histolégicos seriados de 5
um de espesor en micrétomo (Leica, Jung RM2025, Leica Instruments GMT,
Nussioch, Alemania) que se montan en portaobjetos pretratados con adhesivo
tisular (3-aminopropil trietoxysilano, Sigma) y se secan en estufa a 37°C durante
24 h. Estas muestras fueron utilizadas para estudios histolégicos mediante la
coloracién con hematoxilina-eosina (H&E) e Inmunohistoquimica (IHQ) para la
determinacién de la expresion de diferentes proteinas.

c¢) Para extraccibn de ARN los cuernos uterinos fueron disecados en
condiciones estériles, congelados rapidamente en N liquido y conservados a -
80°C hasta su posterior procesamiento.

4. CAPITULO I: Efectos de la exposicion perinatal a BPA
sobre el utero de ratas en diferentes etapas reproductivas

4.1. Evaluacion del tejido uterino en ratas de DPN90 (adultas jovenes)
Con el objetivo de evaluar parametros relacionados con el desarrollo y
funcionalidad del tejido uterino en ratas adultas jovenes expuestas perinatalmente
a BPA, se sacrificaron hembras de 3 meses en estro, se disecaron los cuernos
uterinos (seccion 2.3) y se procesaron para su analisis por microscopia 6ptica
(seccién 3). Se determinaron los siguientes parametros:
v Proliferacion y apoptosis en los distintos compartimientos uterinos
v Area periglandular ocupada por células vimentina-positivas

v Perimetro glandular ocupado por células a-SMA positivas
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La determinacién de estos parametros se realizd por IHQ. La técnica de IHQ
permite identificar in situ un antigeno celular mediante una reaccién antigeno-
anticuerpo, que se visualiza gracias a una molécula marcadora. Para la
inmunomarcacién se siguié un protocolo previamente publicado que utiliza el
calentamiento de la muestra en horno microondas como método de recuperacién
antigénica, extravidina-biotina peroxidasa como sistema de revelado vy
Diaminobencidina (DAB) como cromégeno (Mufioz de Toro y col.,, 1998). El
protocolo general empleado se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Protocolo general de la técnica de IHQ.

Desparafinizacion e hidratacion

Xilol 1,2y 3 Pasajes de 3 min c/u
Alcohol 10092, 962, 70° Pasajes de 3 min c/u
PBS 5 min

Recuperacion Antigénica

Calentamiento en Horno microondas utilizando | Calentar el buffer 3 min a 100%
Buffer Citrato 0,01 M, pH 6 de potencia, agregar las
muestras y calentar 1 min a
100%, 14 min a 40%. Dejar 20

min apagado.
PBS 5 min
Bloqueo de actividad de peroxidasa endogena
Agua oxigenada al 3% en metanol 15 min
PBS 15 min

Bloqueo de uniones no especificas

Suero normal de cabra 1/20 disuelto en PBS con | 30 min (en camara humeda)
1,5% de leche en polvo descremada
Anticuerpo Primario

Incubacion con el anticuerpo especifico 14-16 h (en camara humeda) a
4°C

PBS 15 min

Sistema de Revelado

Anticuerpo secundario biotinilado 30 min (en camara hameda)

PBS 5 min

Extravidina-peroxidasa 30 min (en camara hameda)

PBS 5 min

Sustrato enzimatico (5 ul de H,O, 30 vol) + | 10min
cromogeno (2,3 mg de DAB) disueltos en 3,3 ml de
Tris-HCI 0,05 M pH 7,5).

Agua destilada 5 min

Contracoloracion con hematoxilina de Mayer (opcional). Deshidratar y montar
con medio de montaje permanente (Eukitt, Sigma, Aldrich)
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Controles negativos y positivos. En todos los casos se realizaron
controles negativos de especificidad sustituyendo el anticuerpo primario con un
suero no inmune. Los controles positivos consistieron en tejidos cuya reaccion
positiva fue comprobada con anterioridad.

Los anticuerpos utilizados en los ensayos de IHQ y las condiciones de los
reactivos se detallan en la tabla 3.

Tabla 3: Anticuerpos utilizados en los ensayos de IHQ para evaluar Vimentina, a-SMA y BrdU.

Anticuerpo Dilucién Anticuerpo Extravidina -
primario empleada secundario peroxidasa Proveedor
utilizado P biotinilado (Sigma, Aldrich)
i . D Novocastra,
Ant;c-:;/olnm‘e/g;ma 1/50 Antl(_é?t?:a; /80 1/150 (Newcastle upon
9 Tyne, UK)
Anti-a-SMA Anti-raton 1/80
(clon asm-1) 1/100 (Sigma) 1/150 Novocastra, UK
, Anti-raton 1/80
Anti-BrdU ;
(clon 85-2C8) 1/100 (Sigma) 1/100 Novocastra, U.K.

4.1.1. Proliferacion celular

La incorporacién de nucle6tidos modificados al ADN durante la division
celular es una metodologia muy utilizada para la determinacién de células que
estan proliferando (Woosley 1991). La BrdU cumple con este requisito ya que es
un analogo de la timidina que se incorpora al ADN durante la fase S del ciclo de
divisién celular. Para poder evaluar la incorporacion de BrdU, los animales
recibieron 2 h antes del sacrificio una inyeccion de BrdU como se senal6 en la
seccion 1.1.

Sobre cortes histologicos se aplicd la técnica de IHQ descripta en la tabla 2,
incorporando al procedimiento un paso fundamental de hidrdlisis acida (utilizando
HCI 2 N durante 30 min a 37°C) en el que se desnaturalizan las hebras de doble
cadena del ADN del tejido, previo al bloqueo de uniones inespecificas.
Posteriormente, los cortes de tejido deben ser neutralizados por incubacién

durante 10 min en una solucién 0,1 M de bérax (pH 8). Para esta determinacion,
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ademas de los controles habituales de la técnica, se debe realizar un control
negativo adicional que consiste en efectuar la reaccion en un corte histologico de
un animal que no haya sido inyectado con BrdU antes del sacrificio.

Las muestras se contracolorearon con hematoxilina de Mayer y se montaron
con medio de montaje permanente (Eukitt, Sigma). El indice de proliferacién se
evalu6 en todos los compartimientos celulares del utero (epitelio luminal vy
glandular, estroma y miometrio) utilizando un microscopio Olympus BH2 con una
objetiva de 100X.

En el epitelio luminal y glandular, la proliferacion se determiné calculando el
porcentaje de células que incorporaron BrdU, contando un total de 2000 células en
cada compartimiento. En el estroma y miometrio la cuantificacion se realiz6
utilizando una grilla cuadriculada de 0,8 mm x 0,8 mm colocada en el ocular del
microscopio. En estos compartimientos la proliferacién se determiné calculando la
densidad de volumen (en 20 campos representativos de cada compartimiento)
aplicando la féormula descripta por Weibel (1969): Vv = Pi/P donde Vv es la
fraccion de volumen estimada del objeto en estudio (por ejemplo el estroma), Pi es
el numero de puntos de la grilla incidentes sobre las células positivas
(inmunomarcadas con BrdU), y P es el nimero de puntos incidentes sobre el total
de células en la poblacion estudiada (por ejemplo, el estroma). Los resultados
fueron expresados como Vv x 100.

4.1.2. Deteccion in situ de la apoptosis celular

Para evaluar la apoptosis, se analizaron secciones de 5 um de utero sobre
las cuales se realiz la técnica de TUNEL (del inglés: Terminal deoxynucleotidyl
transferase deoxy Uridine triphosphate Nick End Labeling) para la deteccién in situ
de células con fragmentacion del ADN, siguiendo las instrucciones del fabricante
(ApopTag Kit; Intergen Co, Purchase, Nueva York, EE.UU.) y publicaciones
previas (Ramos y col., 2002). Las secciones de tejido se incubaron con una
mezcla conteniendo desoxinucledtidos trifosfato (dNTP) marcados con
digoxigenina, dNTP no marcados, y la enzima desoxinucleotidil transferasa
terminal (TdT, del inglés: Terminal deoxynucleotidyl transferase). Durante la
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incubacion, la TdT incorpora a los fragmentos de ADN que se generan durante el
proceso de apoptosis, los dNTP marcados. Posteriormente, las secciones se
incubaron con antidigoxigenina-peroxidasa y una mezcla de sustrato-cromédgeno
(DAB; Sigma). Las muestras se contracolorearon y se montaron. Los controles
negativos se realizaron utilizando exactamente los mismos procedimientos,
excepto que se anadié agua destilada en lugar de TdT. Como control positivo, se
procesd un corte histolégico de préstata de rata en involucion después del
segundo dia de castracién (Ramos y col., 2002).

La cuantificacién del numero de células en apoptosis en cada compartimiento
celular se realizé de la misma manera que como se describié en la seccion

anterior para evaluar la proliferacion celular.

4.1.3. Area periglandular ocupada por células vimentina-positivas

La vimentina es una de las proteinas fibrosas que forman los filamentos
intermedios del citoesqueleto intracelular. Su funcién principal es la de proveer un
ancla para el soporte de los organulos intracelulares y mantener la integridad fisica
de la célula. La expresion de vimentina fue empleada para determinar el
inmunofenotipo de naturaleza fibroblastica en el estroma periglandular del uUtero,
mediante ensayos de IHQ siguiendo el protocolo descripto en las tablas 2 y 3.

La expresion de vimentina se evalué en el estroma periglandular, definido
como el area de 10 um de ancho alrededor de las glandulas (desde la membrana
basal hacia las capas externas). Los ensayos de IHQ no se contracolorearon para
evitar interferencia en la cuantificacién. La cuantificacién se realiz6 mediante
andlisis digital de imagenes como se describe a continuacion. Para la obtencién de
las imagenes se utilizé6 una camara de video color Spot Insight V3.5 acoplada a un
microscopio Olympus BH2 (iluminacién: lampara halégena de 12 voltios, 100W,
equipado con una fuente de luz estable; Olympus Optical Co., Ltd, Tokyo, Japon),
con una objetiva Dplan de 40X. Previa a la captura de imagenes el microscopio
fue acondicionado para la iluminacion Koéhler. Correcciones de iluminacion
desigual (correccibn de sombras) y la calibracién espacial del sistema fue
realizada con imagenes de las celdilas de una cédmara de Neubauer. Las
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imagenes obtenidas fueron evaluadas usando el software Image-Pro Plus 4.1.0.1
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Se obtuvieron al menos 15
imagenes por seccién y 2 secciones de tejido por animal. Luego, usando el
lenguaje de programacién Auto-Pro, se crearon rutinas automatizadas para medir
el porcentaje del area periglandular ocupada por células vimentina-positivas. En
este proceso de analisis automatizado, las imagenes de los cortes histolégicos
inmunotenidos fueron primero convertidas a escala de grises. Luego se midi6 el
area periglandular total y el area periglandular positiva. Asi, se calculé el area
relativa ocupada por células vimentina-positivas, dividiendo el area positiva por el
area periglandular total (Ramos y col., 2001).

4.1.4. Perimetro glandular ocupado por células a-SMA positivas

El recubrimiento de las células del epitelio glandular con células musculares
lisas refleja un cierto grado de organizacion de la histoarquitectura glandular, y
pueden estar implicadas en la funcién de contraccion que tiene la glandula
(Czernobilsky y col., 1993). La identificacién de células a-SMA positivas en el
perimetro glandular se realizé por IHQ siguiendo el protocolo descripto en las
tablas 2 y 3.

La cuantificacidén de la expresion de a-SMA se realizé sobre los cortes
histolégicos contracoloreados, usando un sistema de andlisis de imagenes similar
al descripto en la seccién anterior para la determinacién de vimentina. La
expresion de a-SMA se midié como la proporcion del perimetro glandular ocupado
por células a-SMA positivas (Kass y col., 2004). Los resultados se expresaron
como densidad lineal (um).

4.2. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante test no paramétricos y
expresados como el promedio + SEM y se analizaron mediante el test de Kruskal-
Wallis seguido por un post-test de Dunn de comparaciones multiples, para
comparar cada grupo experimental con el grupo control. Los valores de p<0,05

fueron considerados estadisticamente significativos.
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4.3. Evaluacion histolégica del tejido uterino en ratas de DPN360
(adultas)

Con el objetivo de evaluar parametros relacionados con la diferenciacién
funcional del tejido uterino en ratas adultas de edad avanzada expuestas
perinatalmente a BPA, se sacrificaron hembras de DPN360 en estro, y se
disecaron los cuernos uterinos (seccién 2.3). Estos fueron procesados para su
analisis por microscopia Optica (seccion 3). Se determinaron los siguientes
parametros:

v' Analisis de la histomorfologia uterina
v" Inmunofenotipo de glandulas uterinas

4.3.1. Histomorfologia uterina

Muestras de utero de 5 um embebidas en parafina se colorearon con H&E
para el andlisis por microscopia 6ptica (Olympus BH2, Tokio, Japén). Para la
coloracién con H&E los cortes histologicos se desparafinaron e hidrataron en
soluciones de alcoholes de graduacion decreciente, se colorearon con
hematoxilina de Mayer (1 min) y eosina (30 s) y posteriormente se deshidrataron.
Las secciones de tejido coloreadas se montaron usando un liquido de montaje
permanente (Eukitt, Sigma). Se realiz6 un exhaustivo analisis histoldgico y se
identificaron distintas alteraciones uterinas previamente descriptas (Bosquiazzo y
col.,, 2013). La incidencia de esas alteraciones se cuantific6 determinando el
porcentaje de animales que presentaban al menos una alteracién histoldgica

(Bosquiazzo y col., 2013).

4.3.2. Inmunofenotipo de glandulas uterinas

Se evalud cualitativamente la expresion de REa, RP, BrdU, CK8, pan CK
basal (CK34BE12) y p63. La determinacion de estas moléculas se realizd por IHQ
siguiendo el protocolo detallado en la tabla 2. Los anticuerpos utilizados y
condiciones del ensayo se detallan en la tabla 4.
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Tabla 4: Anticuerpos empleados para caracterizar el inmunofenotipo de glandulas uterinas por IHQ.

Anticuerpo Dilucién Anticuerpo Extravidina-
primario empleada secundario peroxidasa Proveedor
utilizado P biotinilado (Sigma)
(cll\::gff 1 1/200 Antl(_é?é?:a; /80 1/150 Novocastra, UK
Anti-RP Anti-raton 1/80 Dako Corp.
(clon A0098) 1/500 (Sigma) 17150 (Carpinteria, CA, USA)
. . The Binding Site
Anti-CK8 1/1600 Anti-oveja 1/200 1150 Limited, (Birmingham,
(Sigma) UK)
Anti-pan-CK C
basal 1/100 Anté—sr?t?nna; /80 1/150 Novocastra, UK
(clon 34BE12) 9
, C Santa Cruz
Anti-p63 1100 Anti-raton 1/80 1/150 Biotechnology Inc.
(clone 4A4) (Sigma) (Santa Cruz, CA, USA)
Anti-BrdU Anti-raton 1/80
(clon 85-2C8) 1/100 (Sigma) 1/100 Novocastra, U.K.

4.3.3. Co-localizacion de proteinas in situ: IHQ doble

Esta técnica consiste basicamente en dos IHQ sucesivas. En una primera

instancia se realiza la inmunomarcacién de una de las moléculas en estudio tal

como se describié en la tabla 2. Luego del revelado con DAB (marcacién marrén)

los cortes histolégicos se sumergen en PBS y se continda con una segunda IHQ

para la deteccion de una segunda proteina (tabla 5). En este caso el ensayo se

revela utilizando NiCl, como intensificador de la marcacion de la DAB, que otorga

color negro. Asi, los distintos colores de marcacion en estos ensayos dobles

permiten identificar en una misma célula la co-expresién de dos proteinas. En este

trabajo se evalub la co-expresion de p63 y de marcadores de diferenciacion

epitelial luminal (CK8) y basal (pan-CK basal) en las glandulas uterinas.

Tabla 5: Protocolo basico de la segunda parte de una IHQ doble.

Lavado y recuperacion antigénica
Calentamiento en horno microondas

Buffer Citrato 0,01 M pH 6

PBS

5 min

Calentar 5 min a 100%, agregar las
muestras y calentar 1 min a 100%,
4 min a 40%. Dejar 10 min apagado.

Suero normal de cabra 1/20, disuelto en PBS con 1,5% de

leche en polvo descremada

30 min
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Segundo Anticuerpo primario 14-16 h (en camara humeda) a 4°C
PBS 15 min
Sistema de revelado

Anticuerpo secundario 30 min
PBS 15 min
Extravidina-Peroxidasa 30 min
PBS 5 min
Sustrato enzimatico (3,3 ul H-O, 30 vol) + cromégeno 10 min
(1,65 mg DAB + 39,72 mg NiCl, disueltos en 3,3 ml

Tris-HCI pH 7,5)

H,O destilada 5 min

4.4. Analisis estadistico

La incidencia de anormalidades uterinas en cada grupo experimental fue
comparada con el grupo control usando el test de la probabilidad exacta de Fisher.
Los resultados fueron expresados como el numero de ratas afectadas con cada
tipo de anormalidad uterina vs. el total de ratas por grupo experimental. Los

valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

5. CAPITULO II: Respuesta uterina al tratamiento crénico con
E2 en ratas adultas (DPN460) expuestas perinatalmente a BPA

En este segundo capitulo de tesis nos propusimos evaluar la respuesta
uterina al E2 en ratas de edad avanzada expuestas perinatalmente a BPA. Para
ello, hembras adultas (DPN360) fueron tratadas con E2 durante 3 meses como se
detall6 en la seccion 1.1 y sacrificadas en el DPN460, obteniéndose los animales
de los grupos de DPN460-E2: Control+E2 y BPA+E2. Al momento del sacrificio
se obtuvo suero, y se disecaron los cuernos uterinos (seccion 2.3) que fueron
procesados para su analisis por microscopia éptica o para extraccion de ARN total
(seccion 3).

Ademas, para poder dilucidar si los efectos observados en el Utero de ratas
de DPN460-E2 estuvieron asociados especificamente al tratamiento con E2, a la
edad avanzada de los animales, o a una combinacion de ambas variables, se

realizaron dos experimentos complementarios, cuyo disefio experimental se

54




Materiales y Métodos

detallé en la seccién 1.2, obteniéndose los animales de los grupos DPN190-E2 y
DPN460. Al momento del sacrificio se disecaron los cuernos uterinos (seccién 2.3)
y fueron procesados para su analisis por microscopia dptica (seccién 3).

Estos dos grupos experimentales (DPN190-E2 y DPN460) junto con el grupo
Control+E2 fueron analizados y comparados realizando un exhaustivo andlisis de
la histomorfologia uterina mediante cortes coloreados con H&E segun se describid
en la seccién 4.3.1.

Una vez concluido el analisis antes mencionado, procedimos a estudiar los
efectos de la exposicidn perinatal a BPA en repuesta al tratamiento con E2. Para
ello, en los grupos Control+E2 y BPA+E2 se estudiaron los parametros que se

detallan a continuacion.

5.1. Niveles séricos de E2

Los niveles séricos de E2 fueron medidos por radioinmunoensayo después
de la extraccion con etil éter (Merk, Buenos Aires, Argentina) (Kass y col., 2004).
El anticuerpo fue provisto por el Dr. G.D. Niswender, y se utilizé E2
radioisotopicamente marcado con tritio [2,4,6,7,16,17-3H(N)]JE2 (PerkinElmer Life
and Analytical Sciences, Boston, MA, USA). La sensibilidad del ensayo fue de 4
pg/ml. Los coeficientes de variaciéon intra- e inter-ensayo fueron 3,2% y 11%

respectivamente.

5.2. Evaluacion histoldgica del tejido uterino
5.2.1. Histomorfologia uterina

Muestras de utero de 5 um procesadas para analisis por microscopia 6ptica
(seccién 3) se colorearon con H&E (seccion 4.3.1). Se realiz6 un exhaustivo
andlisis histomorfolégico y se evalud la incidencia de las anormalidades uterinas

encontradas de la misma manera que se detallé en la seccién 4.3.1.

5.2.2. Morfometria de glandulas uterinas
En los casos en que la incidencia de algun tipo de alteracion glandular fue
cercana al 100%, se evalué la multiplicidad de dicha alteracion por animal (en 3
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secciones de tejido por animal). Para ello se calculé la densidad de volumen de la
alteracién aplicando la formula dada por Weibel (1969) como se describié en la
seccion 4.1.1. En este caso, Pi fue el numero de puntos incidentes sobre el tipo
glandular analizado y P el numero de puntos incidentes sobre todas las células en
la poblacién estudiada (estroma uterino). Los resultados se expresaron como Vv x
1000.

5.3. Expresion de p63 y sus isoformas TA y AN

La expresién de p63 total se evalué mediante ensayos de IHQ (tabla 2). El
anticuerpo y las condiciones del ensayo se mostraron en la tabla 4. Las muestras
se contracolorearon y se montaron. La cuantificacion de la expresion de p63 en
glandulas uterinas se realiz6 mediante el célculo del porcentaje de células p63-

positivas por glandula.

La expresion de las diferentes isoformas de p63 se evalu6 mediante PCR en

tiempo real como se detalla a continuacion:

5.3.1. Extraccion de ARN total y transcripcion reversa

La extraccion de ARN total se realizé utilizando el reactivo comercial TRIzol
(Invitrogen, Buenos Aires, Argentina), que se fundamenta en el método de
isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi 1987).
Basicamente, en el contenedor del homogeneizador Ultra Turrax® T25 Basic (IKA -
Werke GMBH & Co.KG, Staufen, Germany) se agregaron 1000 pl del reactivo
TRIzol por cada 50-100 mg de tejido congelado, y se homogeneizé suavemente.
Durante la homogeneizacién de la muestra el reactivo preserva la integridad del
ARN. El agregado de cloroformo y posterior centrifugacién separa la solucién en
una fase acuosa y otra fase organica. EI ARN permanece exclusivamente en la
fase acuosa, de donde es recuperado por precipitacidon con alcohol isopropilico,
lavado con etanol al 80% y solubilizado en agua libre de ribonucleasas. La
concentracion de ARN total en las muestras procesadas se determiné mediante la
lectura en espectrofotémetro a una longitud de onda de 260 nm. Se usé como
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referencia de la pureza del ARN extraido, la relacion entre las absorbancias
obtenidas a 260 nm (punto de maxima absorcion de acidos nucleicos) y 280 nm
(punto de maxima absorcion de proteinas), utilizdndose solamente aquellas
muestras con una relacion de absorbancia 260/280 mayor a 1,9. Los ARN
obtenidos fueron conservados a -80°C hasta su utilizacién. A partir de cada ARN
extraido se realizd una transcripcion reversa (RT) con el fin de obtener el
correspondiente ADN copia (ADNc).

La reaccion de RT se llevd a cabo empleando cantidades iguales (1 ug) del
ARN total y utilizando la enzima M-MLV transcriptasa reversa (del inglés: Moloney
Murine Leukemia Virus, 10U, Promega, Madison, WI, USA). Se emplearon
oligonucleétidos hexaméricos (200 pmol, Promega) como cebadores. Al tubo de
reaccién se le adicionaron 20U de inhibidor de ARNasa (RNAout, Invitrogen) y 100
nmol de una mezcla de dNTPs, y se alcanz6é un volumen final de 30 ul con la
solucién amortiguadora de la reaccion provista por el fabricante de la enzima. La
reaccion de RT se realiz6 a 70°C por 5 min y 30 s con la mezcla de los ARN y
cebadores, luego se agrego el resto de los reactivos y se continué la reaccién a
37°C por 90 min y 42°C por 15 min. La reaccion finalizé calentando a 80°C por 5
min y a 94°C por 30 s para posteriormente efectuar un enfriamiento a 25°C. Las
reacciones de RT se llevaron a cabo en un termociclador Rotor-Gene Q (Quiagen,
Tecnolab; Buenos Aires, Argentina). Seguidamente se diluyé el ADNc generado
llevandolo a un volumen final de 60 ul con agua libre de ARNasas. Como control
negativo de la reaccién se utilizé el ARN incubado en condiciones idénticas, pero

sin transcriptasa reversa.

5.3.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

Luego de realizada la extraccion del ARN total y posterior RT, se determiné la
expresion del ARN mensajero (ARNm) de las isoformas de p63, TA y AN,
mediante ensayos de PCR en tiempo real. Esta metodologia se basa en la
deteccion y cuantificacion ciclo a ciclo de una molécula fluorescente (en este caso

se emple6é Eva Green) que se intercala a las hebras de ADN doble cadena. La
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fluorescencia es detectada y leida por un fluorémetro acoplado al termociclador a
medida que transcurre la reaccion de PCR.

Para amplificar las diferentes isoformas del gen p63, se disenaron
oligonucledticos (tabla 6) utilizando el software Vector NTI Suite Versién 6.0
(Infomax Inc., North Bethesda, MD, USA). Como control interno (gen de
referencia) se utiliz6 la determinacion de ARNm del gen ribosomal L19 (tabla 6).
La temperatura de hibridacién para cada amplicén se obtuvo a partir del analisis in
silico usando el software Vector NTI (tabla 6).

Tabla 6: Oligonucleétidos empleados para amplificar las isoformas de p63 y L19.

Gen Oligonucleétido sentido Oligonucleétido antisentido Ta(r;:?o T hit;::;l}acién
TA 5'-AGCACCCAGACAAGTGAGTTC-3' | 5-GGTCACTGAGGTCTGAGTCTTG-3' 190 55
AN | 5-GTACCTGGAAAGCAATGCC-3’ 5-GTAGATGAGGAGCCGTTCTG-3 105 54
L19 | 5-AGCCTGTGACTGTCCATTCC-3’ 5-TGGCAGTACCCTTCCTCTTC-3’ 99 60

Cada par de oligonucleétidos fue disefiado especificamente para amplificar
una unica isoforma del gen p63 (figura 18). A su vez para cada isoforma, se
eligieron oligonucledtidos sentido que hibridaran en un exén diferente a su
correspondiente antisentido, evitando asi la amplificacion de ADN gendmico
(figura 18). La especificidad de los oligonucleétidos fue cotejada por comparacién
directa de su secuencia contra el genoma completo de Rattus norvegicus
mediante el uso de la herramienta BLAST disponible en la pagina web del National

Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Figura 18: Representacion esquematica de la secuencia del gen p63. Las flechas negras indican el
comienzo de la transcripcién para las isoformas TA y AN. Las flechas de colores corresponden a
los sitios de hibridacion de los oligonucleétidos (s: sentido; as: antisentido) usados para amplificar
TA (flechas rojas) y AN (flechas violetas). Tomado y modificado de Ghioni y col., (2002).

Los tubos de reaccion para la PCR en tiempo real se constituyeron con 5 pl
de ADNc que se combinaron con HOT-FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (Solis
BioDyne; Biocientifica; Rosario, Argentina) y 10 pmoles de cada oligonucle6tido en
un volumen final de 20 ul. El protocolo general de ciclado utilizado se muestra en
la tabla 7. La pureza de los productos obtenidos fue confirmada mediante curvas
de disociacion y electroforesis en geles de agarosa de muestras elegidas al azar
en cada corrida. Controles sin ADNc fueron incluidos en todos los ensayos, los

cuales no produjeron amplificacion.

Tabla 7: Protocolo general de ciclado de PCR en tiempo real.

Paso Temperatura (°C) Tiempo N2 de ciclos
Desnaturalizacion 95 15 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 15s
Hibridacién espec|'fice(lvp()aarlrte;l t():l.::ldfe;)amplicc’m 15s .0
Extension 72 15s
Lectura 81 4s
Incubacion 10 10 min 1

El calculo de los niveles de expresion relativa de cada muestra se realiz
utilizando el método del ciclo umbral (Ct) (Higuchi y col., 1993). El valor de Ct para
cada muestra se calcul6 utilizando el software Rotor-Gene Q Series (Version 1.7,
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Quiagen; Tecnolab) con un umbral de ajuste de fluorescencia automatica (Rn). La
eficiencia (Ef) de la reaccién de PCR para cada gen estudiado y para el gen de
referencia (L19) fue calculada mediante curvas estandar. Estas curvas se
construyen a partir de la amplificacion de cada gen en diluciones seriadas de los
ADNc. Luego, graficando el logaritmo de las diluciones de los ADNc vs. su
correspondiente Ct, se obtiene la férmula de la recta por regresion lineal a partir de
la cual se calcula la Ef (Ef= 10¢"Pendent®) 4y Dependiendo de las condiciones
especificas de PCR, la Ef varié entre 98% y 102%. El posterior calculo de los
niveles de expresion relativa de cada gen en los animales tratados con respecto a
los controles se realizé utilizando el método de la curva estandar relativa (Cikos y
col., 2007). Para todas las muestras experimentales, la cantidad relativa del gen
de interés y del gen L19 fue determinada a partir de la curva estandar previamente
realizada para cada gen. La cantidad obtenida correspondiente al gen de interés
fue normalizada con la cantidad relativa del gen L19 en cada grupo experimental.

5.4. Generacion de anticuerpos contra Wnt7a y Wnt5a
Para estudiar la expresion de las proteinas Wnt7a y Wnt5a mediante ensayos
de IHQ, generamos previamente los anticuerpos policlonales como se detalla a

continuacién.

5.4.1. Obtencion de antigenos recombinantes en células procariotas

5.4.1.1. Diseno bioinformatico, amplificacion y clonado de la secuencia
nucleotidica necesaria para la expresion de los antigenos de Wnt7a y Wnt5a

La region de la secuencia del gen de Wnt7a y Wnt5a que se utiliz6 para
generar el antigeno fue seleccionada utilizando la herramienta BioPlot del
programa bioinformético Vector NTI, capaz de identificar zonas proteicas con alta
antigenicidad tedrica. Para la produccién del antigeno se utilizé una estrategia de
clonado direccional EcoRI-Xhol, amplificando por PCR las secuencias
nucleotidicas de las regiones antigénicas seleccionadas. Para las amplificaciones
por PCR, se emple6 ADNc obtenido de una muestra de Utero de rata y se
utilizaron oligonucle6tidos disefiados especificamente con el agregado de sitios de
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corte para enzimas de restriccion (Xhol: CTCGAG, EcoRIl: GAATTC) que se
detallan en la Tabla 8.

Tabla 8: Oligonucleétidos utilizados para amplificar y clonar las secuencias de Wnt7a y Wnt5a.

gen Oligonucleétidos * Ta(r;g?o
Wnt7a (sentido) gicgGAATTCTGAGAACATGAAACTGGAGTG
Wnt7a (antisentido) | tICTCGAGTGAGCAGTAATTGGGTGACTTCTC o
Wnt5a (sentido) gtccGAATTCCGCCAAGGGCTCCTATGAGA
Whnt5a (antisentido) | giiCTCGAGTGAGGTGGTTGGGGAGTTGAAGCG e

* ., , - . -

En minudsculas se muestran los extremos 5’ no especificos de los oligonucleétidos. Subrayado se
resalta la secuencia de corte de las enzimas EcoRIl y Xhol (Promega) utilizadas para el clonado
direccional en el vector de expresion pGEX4T-3.

El producto de PCR obtenido se purificé a partir de un gel de agarosa
utilizando el kit Wizard SV Gel and Clean-up System (Promega) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Luego cada producto de PCR se digiri6 con las
enzimas EcoRI y Xhol en buffer H (Promega) durante 2 h a 37°C. Los productos
de los cortes de restriccién fueron purificados y ligados al vector pGEX-4-T3
(figura 19, Stratagene Corp., La Jolla, CA) digerido con las mismas enzimas,
durante toda la noche a 4°C utilizando la enzima T4 ADN ligasa (Promega). Asi, se
logré el clonado direccional en el vector de expresion pGEX-4T-3.
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pGEX-4T-3 (27-4583-01)
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Figura 19: Plasmido pGEX-4T-3 y estrategia de clonado direccional utilizada para la expresién de
los antigenos de Wnt7a y Wnt5a como una proteina de fusién con glutation-S-transferasa (GST-
Wnt7a/Wnt5a). Tomado y modificado de GE Healthcare Life Sciences (2014).

De esta forma, el marco de lectura de Wnt7a o Wnt5a queda en fase con el
de la glutatién-S-transferasa (GST, figura 19). Asi, los constructos pGEX-4T-
3/Wnt7a o pGEX-4T-3/Wnt5a dirigen la sintesis de la proteina de fusiéon GST-
Wnt7a y GST-Wnt5a respectivamente. Con los plasmidos recombinantes
obtenidos se transformaron bacterias Escherichia coli (E. coli) DH5a (Stratagene)
por el método del CaCl, (Sambrook y Russell 2001). Se seleccionaron clones de
bacterias transformadas al azar y se chequeé por PCR que efectivamente habian
sido transformadas con el vector recombinante. Se generaron stocks de esas
bacterias y se almacenaron a -80 °C.

5.4.1.2. Expresion y purificacion de los antigenos recombinantes

Para expresar en forma soluble las proteinas recombinantes, células de E.
coli JM109 (Stratagene) fueron transformadas con el vector pGEX-4T-3/Wnt7a o
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pGEX-4T-3/Wnt5a y cultivadas en medio Luria Bertoni (1% peptona de carne,
0,5% extracto de levadura, 1% NaCl). La expresién de las proteinas de fusién se
indujo con el agregado de Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG, Promega)
en una concentracion final de 250 nM. Luego de la induccién, el cultivo de células
fue sonicado en barno de hielo (High Intensity Ultrasonic Processor, Vibra-Cell,
Sonics and Materials Inc., Newton, CT, USA) y centrifugado a 14000 rpm durante
10 min a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y la proteina de fusién fue
purificada a partir del mismo utilizando una columna cromatografica GSTrap™ (GE
Healthcare, Buenos Aires, Argentina). Se recogieron las fracciones de elucién,
cuya concentracion de proteina se estimé determinando la absorbancia a 280 nm.
Las fracciones obtenidas fueron sembradas y corridas en un gel de poliacrilamida
del 5 al 20% para evaluar su pureza relativa. Se juntaron todas las fracciones que
contenian proteina y se las concentré utilizando tubos de filtracién forzada

(Centricon, limite de paso 10 kDa, Millipore, Billerica, MA).

5.4.2. Obtencidn, purificacion y caracterizacion de anticuerpos policlonales
monoespecificos de conejo
a) Inoculacién de los conejos: Una vez obtenidas las proteinas de fusién

purificadas (GST-Wnt7a y GST-Wnt5a) se procedid a la inoculacién de dos
conejos (pertenecientes al bioterio del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral
-ICIVET-Litoral UNL-CONICET), uno para cada antigeno, de acuerdo al siguiente
protocolo (Harlow y Lane 2014; Vaitukaitis y col., 1971):

- se tomd una muestra de sangre de la cual se obtuvo el suero basal y luego se
inoculé cada antigeno,

- se inyect6 por via sc una preparacion de 300 pl de cada antigeno en una
concentracion de 1 ug/ul disuelto en PBS con 300 ul de adyuvante completo de
Freund,

- 15 dias después se realiz6 una nueva inoculacién de la misma preparacion antes
descripta, pero esta vez utilizando adyuvante incompleto de Freund. Este
procedimiento se repiti6 dos veces cada 15 dias, finalizando el proceso de
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inoculacién a los 60 dias de la primera inoculacién. Dos semanas luego del dltimo
estimulo los conejos fueron sacrificados y los sueros se almacenaron a —20°C.

b) Purificacién _de los anticuerpos especificos: Se realizd mediante dos

cromatografias de afinidad sucesivas, utilizando columnas cuya matriz se
componia de agarosa unida a radicales N-hidroxisuccinimida (NHS) activados (Hi-
Trap NHS activated HP, GE Healthcare). Estas columnas permiten adherir a la
matriz activada, antigenos especificos de los anticuerpos que se desean aislar. En
la primera cromatografia nos propusimos separar del antisuero los anticuerpos
que pudieran haberse generado contra el péptido de GST (que formaba parte de
los antigenos recombinantes inoculados a los conejos). Para ello se adhirié a la
columna cromatogréfica el péptido de GST obtenido a partir de la expresion en
células E. coli JM109 transformadas con el plasmido pGEX-4T-3 vacio, es decir,
sin ninguna proteina fusionada a la GST. Para ello, 5 mg de proteina GST
purificada se concentraron con tubos Centricon (Millipore) a un volumen final de 1
ml. Esta solucién se adiciond a la columna de 1 ml de lecho activado y se incub6
durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se desactivaron los grupos
NHS activos remanentes y la columna se lavé con PBS, luego con solucién de
elucion (glicina 100 mM pH 3) y finalmente se equilior6 con PBS. Una vez
preparada la columna se sembré el antisuero y se lavé con PBS. En esta columna
quedan retenidos los anticuerpos contra GST, pasando al percolado la fraccién de
antisuero que contiene los anticuerpos especificos contra Wnt7a o Wnt5a. De esta
manera el percolado se conserva hasta la siguiente cromatografia. La columna
luego se eluye con buffer de elucion, y se descarta el eluato que contiene los
anticuerpos contra GST.

En la segunda cromatografia nos propusimos purificar los anticuerpos
especificos contra la proteina de interés (Wnt7a o Wnt5a), descartando otros
anticuerpos o moléculas contaminantes del antisuero. Por lo tanto para estas
cromatografias se emplearon las mismas columnas Hi-Trap NHS activated HP
pero adicionando a la columna de 1 ml de lecho activado, 5-7 mg de proteina
recombinante GST-Wnt7a o GST-Wnt5a purificada y concentrada. En este caso el
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percolado se descarté y los anticuerpos de interés retenidos en la columna se
eluyeron y se recogieron fracciones de 1 ml con 60 ul de Tris-HCI 1,5 M pH 8,6
para neutralizar el eluido. Luego se ley6 la absorbancia de cada fraccién en
espectrofotometro a 280 nm. Las fracciones con absorbancias mayores a 0,2 se
juntaron, homogeneizaron y posteriormente se concentraron con tubos Centricon
(limite de paso 30 kDa, Millipore) y se almacenaron a -20°C hasta ser utilizadas
para los inmunoensayos.

¢) Caracterizacién _de los anticuerpos generados por Western Blot e IHQ:

Para caracterizar los anticuerpos producidos (anti-Wnt7a y anti-Wnt5a) por
Western blot, se usaron extractos protéicos de Utero y de testiculo (como control
positivo de la expresibn de Wnt7a) (Kirikoshi y Katoh 2002). Cantidades
equivalentes de proteina (100 ug) de cada tejido se sembraron en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) en gradiente 4-20%, fueron corridos en cubas
electroforéticas, y luego se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 5% disuelta en buffer
Tris-salino Tween (Tris 25 mM, NaCl 0,14 M, Tween-20 0,05% v/v, pH 7,4) durante
toda la noche a 4°C para prevenir uniones inespecificas. Al dia siguiente, se
realizaron 3 lavados con solucién tampén Tris con Tween (TBST) y se incub6 con
el anticuerpo anti-Wnt7a o anti-Wnt5a (dilucion 1/200) en TBST-leche 2% durante
1:30 h. Luego, la membrana se lavé con TBST y se incub6é con anticuerpo
secundario (anti-conejo conjugado con peroxidasa (Sigma) diluido 1/400 en TBST-
leche 2%) durante 1 h. La membrana se lavo 3 veces con TBST y la reaccién se
visualiz6 utilizando como cromégeno DAB 0,5 mg/ml (Sigma). El peso molecular
de las proteinas fue determinado utilizando marcadores de peso estandar (Broad

Range Protein Markers, Promega, Madison, WI, USA).

Por otra parte, para confirmar la reactividad y especificidad de los anticuerpos
generados, se realizaron ensayos de IHQ en tejidos embebidos en parafina
usando secciones de utero y testiculo de rata, siguiendo el protocolo descripto
previamente (tabla 2). Para evaluar la especificidad de los anticuerpos generados,
los péptidos antigénicos GST-Wnt7a y GST-Wnt5a fueron utilizados para
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preadsorber el anticuerpo correspondiente, incubando 1 pg de anticuerpo con 10-
20 ug de antigeno durante 24 h a 4°C. Estas mezclas antigeno-anticuerpo fueron
utilizadas en ensayos de IHQ.

5.5. Cuantificacion de Wnt7a, Wnt5a, B-catenina y RP en glandulas uterinas

Para investigar la expresion de estas moléculas en nuestro experimento se
emple6 la técnica de IHQ previamente descripta (tabla 2). Los anticuerpos y las
condiciones de los ensayos se muestran en la tabla 9.

La expresion de estas moléculas en las glandulas uterinas se cuantificé sobre
ensayos de IHQ sin contracoloracién, mediante analisis digital de imagenes de
manera similar a como se describié en la seccidén 4.1.3. En este caso, utilizando el
software Image-Pro Plus se determiné el area glandular total evaluada, luego se
midié el area de marcacién positiva para cada una de las moléculas evaluadas y el
promedio de la intensidad de la marcacion. Con estas determinaciones se calcul6
la densidad 6ptica integrada (DOI) como una combinacién lineal entre el promedio
de intensidades de grises y el area relativa ocupada por células positivas. Los

resultados se expresaron como unidades arbitrarias.

Tabla 9: Anticuerpos utilizados para evaluar la expresién de Wnt7a, Wnt5a, B-catenina y RP.

Anticuerpo primario Dilucién Anticuerpo secundario Extravidina-
utilizado empleada biotinilado peroxidasa (Sigma)
Anti-Wni7a 1/400 anti-corjejo 1/200 1/150
(Sigma)
Anti-Wni5a 1/200 anti-corjejo 1/200 1/150
(Sigma)
Anti-B-catenina (clon .
E-5, Santa Cruz 1/1600 A”“(é?t?:a; /80 1/150
Biotechnology Inc.) 9
Anti-RP (clon A0098, 1/500 Anti-raton 1/80 1/150
Dako Corp. USA) (Sigma)

5.6. Expresion de REa, REB y RP en el estroma uterino
La cuantificacién de los niveles de expresién de los receptores hormonales
en el estroma uterino se realiz6 sobre ensayos de IHQ (tabla 2) sin
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contracoloracion. Los anticuerpos y las condiciones de los ensayos se muestran

en la tabla 10.

Tabla 10: Anticuerpos utilizados para evaluar la expresion de receptores hormonales.

Anticuerpo Dilucién Anticuerpo Extravidina-
primario empleada secundario peroxidasa Proveedor
utilizado P biotinilado (Sigma)
Anti-REa Anti-raton 1/80
(clon 6F-11) 1/200 (Sigma) 1/150 Novocastra, UK
Anti-RES 1/100 Anti-raton 1/80
(clon EMRO2) (Sigma) 1/150 Novocastra, UK
Anti-RP 1/500 Anti-raton 1/80
(clon A0098) (Sigma) 1/150 Dako Corp. USA

La cuantificacion de la expresién de receptores hormonales se determiné
mediante andlisis digital de imagenes (seccion 4.1.3). En este caso se delimit6 el
compartimiento estromal (un area de 300 um de espesor, desde la membrana
basal del epitelio hacia las capas mas externas). Utilizando el software Image-Pro
Plus se determiné el area del estroma total evaluado, se midié el area de
marcacién positiva para cada uno de los receptores en el estroma uterino y el
promedio de la intensidad de la marcacién de cada receptor. Con estas
determinaciones se calculé la DOI. Los resultados se expresaron como unidades

arbitrarias.

5.7. Expresion del ARNm de REa y sus promotores transcripcionales
OS,ON, O, OTy E1

La expresion del ARNm del REa total y de sus variantes transcripcionales se
determiné por PCR en tiempo real tal como se describié en la seccién 5.3.2,
empleando oligonucleéticos disefiados especificamente mediante el software
Vector NTI (tabla 11). Para evaluar la expresion de las variantes 5’UTR generadas
a partir del uso de promotores alternativos, se disefiaron oligonucle6ticos sentido
especificos de cada exon no traducible (OS, ON, O, OT y E1), y un oligonucle6tido

comun que hibridé en el exdn 1 codificante, comun para todas las variantes (figura
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20). El calculo de los niveles de expresion relativa se realizé utilizando el método

de la curva estandar relativa (seccién 5.3.2).

Tabla 11: Oligonucleétidos empleados para amplificar REa y sus promotores transcripcionales.

Gen Oligonucleotido sentido Oligonucleotido antisentido Ta(:::)ﬁo T hil::iél)adén
REa 5'-ACTACCTGGAGAACGAGCCC-3' | 5-CCTTGGCAGACTCCATGAT-3' 153 60
REa-0S | 5-CCCTCCTCTGCCATTGTCTA-3' 5-ATTCCCGAGGCTTTGGTGT-3' 166 58
REa-ON | 5-TCTGGGGCATCTCCTTCAA-3' 5-ATTCCCGAGGCTTTGGTGT-3' 193 57
REa-O 5'-AGCACATTCCTTCCTTCCG-3 5-ATTCCCGAGGCTTTGGTGT-3' 196 58
REq-OT | 5-TCCAGCAGGTTTGCGATGT-3' 5-ATTCCCGAGGCTTTGGTGT-3' 164 59
REa-E1 | 5-TAACCTCGGGCTCTACTCTT-3’ 5-ATTCCCGAGGCTTTGGTGT-3' 133 57

LA A liIQ’Kﬂ ﬂKLb' 1-4Kpb 277pb
exon OS exon ON exon O exon OT exon E1 exon 1
REa-OSﬂ REa—ON* REa-O‘ REa-OT ‘ REa-E1 ‘ h Exonl ‘

Figura 20: Organizacién genémica de la regién promotora del gen de REa. La posicion relativa y la
orientacién de los oligonucleotidos sentido disefiados para ser utilizados en las PCR especificas de
cada promotor se indican con flechas rojas. La regién comun a todos los exones 5’ no traducibles
se indica con una caja gris, y el oligonucleétido antisentido comuin para todas las PCR se indica
con una flecha azul. Tomado y modificado de Monje y col., (2007).

5.8. Expresion de coactivadores de la accion de los receptores de

hormonas esteroides: SRC1 y SRC3 en el estroma uterino

La cuantificacion de los niveles de expresion de los coactivadores en el

estroma uterino se realiz6 sobre ensayos de IHQ (tabla 2) sin contracoloracién.

Los anticuerpos y las condiciones de los ensayos se encuentran en la tabla 12.
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Tabla 12: Anticuerpos utilizados para evaluar la expresiéon de coactivadores de receptores
hormonales.

Anticueroo Dilucién Anticuerpo Extravidina-
rimarig empleada secundario peroxidasa Proveedor
P P biotinilado (Sigma)
Anti-SRC1 1/3200 Anti-raton 1/80
(clon 128E7) (Sigma) 1/150 Dako Corp. USA
i 1/150 Anti-conejo Instituto de Salud y Ambiente del
Anti-SRC3 1/200 (Sigma) 17150 Litoral (Santa Fe, Argentina)*

* El Anti-SRC3 fue generado y testeado en nuestro laboratorio por Varayoud y col., (2008).

La expresién de coactivadores fue cuantificada mediante andlisis digital de
imagenes (seccion 4.1.3), evaluando la DOI de la expresion positiva en el estroma
uterino, como se describié en la seccion 5.6 para determinar la expresion de los

receptores hormonales.

5.9. Expresion del ARNm de IGF-I e IGF-IR

La determinacién de IGF-I y su receptor IGF-IR en el utero fue cuantificada
por PCR en tiempo real, como se detall6 en la seccion 5.3.2, empleando
oligonucleétidos disenfados especificamente utilizando el software Vector NTI
(tabla 13). La cuantificacion de los niveles de expresion relativa se realiz6
utilizando el método de la curva estandar relativa (seccion 5.3.2).

Tabla 13: Oligonucleétidos empleados para amplificar IGF-1 e IGF-IR.

. . . . . N Tamafio | T° hibridacion
Gen Oligonucleotido sentido Oligonucleétido antisentido (pb) °C)
IGF-l | 5-ACTTCAACAAGCCCACAGG-¥ 5-AGCGGAGCACAGTACATCTC-3' 121 55
IGF-IR | 5-CTCAAGGATGGCGTCTTCAC-3' | 5-GAACTTGCTCGTTGGACAGG-3' 115 57

5.10. Expresion de enzimas involucradas en mecanismos epigenéticos:
Dnmt3a y 3b, Hdac-1, -2, -3 y Enhancer of zeste homolog 2 (EZH-2)

La expresion de estas moléculas se determindé mediante PCR en tiempo real
(seccién 5.3.2), empleando oligonucleétidos disenados especificamente mediante
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el software Vector NTI (tabla 14). La cuantificacion de los niveles de expresién

relativa se realiz6 utilizando el método de la curva estandar relativa (seccion,

5.3.2).

Tabla 14: Oligonucleétidos empleados para amplificar Dnmt3a y 3b, Hdac-1, -2, -3 y EZH-2.

Gen Oligonucleotido sentido Oligonucledétido antisentido Ta(r:s;o T hll:;:‘gl)ac:lon
Dnmt3a | 5-GCTGAAGGACCTGGGCATCC-3' | 5-GGCCCCACTCCTGGATATGC-3' 152 61
Dnmit3b | 5-ACCAGAGGCCGCAGATCAAG-3' | 5-GAGCCATCTCCATCATCCGC-3 116 58
Hdac-1 5’-CAATGAAGCCTCACCGAATC-3" | 5'-TTGGTCATCTCCTCAGCGTT-3' 112 53
Hdac-2 5-AGGGACGGTATAGATGACGA-3' | 5-ACAGTTAGGTTGAAGCAGCC-3 149 55
Hdac-3 S’-CAACTGGGCTGGTGGTCTAC-3' | 5'-CGAGGGTGGTACTTGAGCAG-3’ 108 55
EZH-2 S’-GATTTTCCAGCACAAGTCAT-3 5-AACAGTTTCATCTTCCACCA-3 114 52

5.11. Analisis estadistico

La incidencia de anormalidades uterinas en cada grupo experimental fue
comparada con el grupo control usando el test de la probabilidad exacta de Fisher
como se detalld en la seccion 4.4. de Materiales y Métodos (M&M). El resto de los
resultados fueron analizados mediante test no paramétricos y expresados como la
media + SEM. La expresion de las variantes 5UTR del REa fue analizada
mediante t test. El resto de variables estudiadas fueron analizadas mediante el test
de Kruskal-Wallis seguido por un post-test de Dunn. Los valores de p<0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.

6. CAPITULO IiI:
dimensiones (3D) de ceélulas epiteliales endometriales para

Establecimiento de cultivos en tres

estudiar los efectos de la exposicion in vitro a Bisfenol A

1) Desarrollo de cultivos en 3D: Se siguid el protocolo de cultivos en 3D

descripto y desarrollado por Eritja y col., (2010). Para ello, se extrajeron los
cuernos uterinos de ratones de la cepa C57BL6 (pertenecientes al bioterio del
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Instituto de Recerca Biomédica de Lleida) de 3 a 4 semanas de vida y se lavaron
con solucién salina balanceada de Hank (Invitrogen). Cada cuerno uterino se
fragmentd en 3 partes y se digirieron con Tripsina al 1% (Invitrogen) en solucion
de Hank durante 1:45 h. Se bloqued la accion de la tripsina adicionando medio
DMEM (del inglés: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con 10% de suero fetal
bovino (SFB, Invitrogen) y se separaron cuidadosamente las células epiteliales del
utero presionando suavemente desde un extremo con bisturi. Las laminas
epiteliales se centrifugaron a 1000 rpm durante 3 min y se lavaron con PBS. Luego
se resuspendieron en medio DMEM/F12 (Invitrogen) suplementado con 1 mmol/L
de HEPES (Sigma), 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma) y Fungizona
(Invitrogen) (medio que se denomind BASAL). Las células luego fueron separadas
mecanicamente por pipeteo hasta visualizar al microscopio grupos de 4-8 células.
Se cultivaron en medio BASAL conteniendo 2% de suero preadsorbido con carbén
activado (HyClone Laboratorios, Logan, UT) y se cultivaron en placas de 96
pocillos (cultivo en 2D) en incubadora a 37°C con saturacion de humedad y 5% de
CO,. Luego de 24 h, las placas fueron lavadas con PBS vy tripsinizadas. Se
colectaron las células en tubos falcon de 15 ml y se centrifugaron a 1000 rpm
durante 4 min. Se resuspendieron en medio BASAL conteniendo 3% de Matrigel
(BD Biosciences) y se cultivaron en placas de 96 pocillos previamente cubiertas
con una base (“‘cama’) de Matrigel al 100% (cultivo en 3D). A las 24 h se
reemplazd el medio BASAL por medio BIE (medio BASAL suplementado con 10
ml/l de insulina/transferrina/selenito de sodio 100X y 5 ng/ml de EGF), con 3% de
Matrigel. Este medio de cultivo permite a las células polarizarse y formar las
estructuras glandulares (Eritja y col., 2010). Cada 2-3 dias se realizaron los

cambios de medio BIE.

2) Exposicion _a BPA: Los cultivos fueron expuestos a DMSO al 0,1%
(Control) o a distintas dosis de BPA: 10°, 10° y 107 M, durante 12 dias. El

experimento se realizd por triplicado para comprobar la reproducibilidad del

mismo. Se evaluaron los siguientes parametros:
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a) Proliferacion de las estructuras glandulares: Durante el tratamiento, cada 3
dias se tomaron fotomicrografias de los cultivos y se cuantificé el perimetro de las
estructuras glandulares utilizando el software Image-Pro Plus. En algunos casos,
para corroborar el grado de proliferacion de las glandulas, se evaludé por
Inmunofluorescencia (IF) la incorporacién de BrdU, siguiendo el protocolo
descripto por Eritja y col., (2010). Brevemente, los cultivos se incubaron con 3
ng/ml de BrdU (Sigma) durante 15 h y luego se fijaron con 4% de
paraformaldehido. Las hebras de ADN se desnaturalizaron con HCI 2 M por 30
min y posteriormente se neutraliz6 el medio con 0,1 M de Borax. Posteriormente
se incubaron con anti-BrdU (dilucién 1/100, Dako Corp.) durante toda la noche y
luego 1 h con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 (1/500, Invitrogen). Los
nacleos se marcaron con Hoechst 33258 (5 ug/ml) y las células se visualizaron en
microscopio confocal. Los nucleos positivos fueron divididos por el numero total de
nacleos y los resultados se expresaron como porcentaje de células BrdU-positivas.
Los resultados fueron analizados con el test de Kruskal-Wallis, seguido por el
post-test de Dunn. Los valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

b) Polaridad apicobasal: se evalué a los 3 dias de comenzado el tratamiento.
Se analiz6 la expresion de marcadores especificos por IF: Faloidina, que
determina el posicionamiento del citoesqueleto de actina, normalmente ubicado en
la superficie apical de las células; GM130, marcador del aparato de Golgi
(posicionado adyacente al ndcleo, hacia la cara luminal de la células en
condiciones normales); y B-catenina, para evaluar uniones célula-célula y célula-
matriz extracelular. Se emple6 el protocolo anteriormente descripto (Eritja y col.,
2010). Brevemente, los cultivos fueron primero fijados con formalina durante 5
min. Las células se permeabilizaron con 0,2% de Triton X-100 en PBS y luego se
incubaron toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios anti-GM130 o anti-f3-
catenina (diluidos 1/250). Después se incubaron con una mezcla de Hoechst (5
ug/ml) y una dilucién 1/500 de anticuerpo secundario Alexa Fluor. Para el caso de
la IF doble (faloidina/GM130) las células luego se incubaron con el anticuerpo anti-
faloidina (dilucion 1/500) conjugado con fluorocromo.
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"Diariamente el sol fue mi testigo y la luna, la que me regalo el camino...”
calle 13




Resultados

1. Dosis de BPA recibida por los animales durante el tratamiento
Durante el tratamiento perinatal con BPA (desde el DG9 hasta el DPN21), se
midié el consumo de agua y se pesaron los animales dos veces por semana para

calcular un promedio de la dosis que efectivamente recibieron (tabla 15).

Tabla 15: Consumo de agua y dosis de BPA recibida por los animales de cada grupo experimental.

. . Consumo de Peso de las .
Concentracion Dosis que Dosis
agua durante el ratas durante

Grupo de BPAenel se pretende . . recibida
agua de bebida estudiar tratamiento el tratamiento (promedio)
9 (promedio) (promedio) P
Control Oug/ - 68,2 ml/dia 256,59 -
BPAO0.6 2,5ug/l 0,5 pg/kg/dia 70,3 ml/dia 254,79 0,6 pg/kg/dia
BPA60 250ug/l 50 pg/kg/dia 60,6 ml/dia 251,1g 60,3 ug/kg/dia

Como se puede observar en la tabla anterior, las dosis de BPA que recibieron
los animales durante el tratamiento fueron similares a las que se pretendian
estudiar (0.5 pg/Kg/d y 50 pug/Kg/d). No obstante, decidimos nombrar a los grupos
experimentales de BPA segun las dosis promedio que efectivamente recibieron los
animales, es decir, como “BPA0.6” y “BPA60".

2. Efectos de la exposicion a BPA sobre parametros reproductivos en
madres y crias

La exposicién perinatal a BPA no produjo signos de embriotoxicidad. Las
madres tuvieron partos normales en el DG23, el n° de crias por camada fue similar
entre los grupos, no se observaron comportamientos maternos anormales ni
cambios en la ganancia de peso o consumo de agua durante la prefiez y lactancia.
Por otra parte, la supervivencia de la camada no se modificé durante la lactancia.
El inicio de la pubertad en las crias no mostr6 diferencias significativas entre los
grupos. Todas las hembras expuestas a BPA exhibieron ciclos estrales regulares
(5 dias) en DPN90. En DPN360 y DPN460, se observaron algunos periodos
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intermitentes de diestro prolongado o de proestro/estro sin mostrar diferencias

entre los grupos experimentales. Estos datos se resumen en la tabla 16.

Tabla 16: Parametros generales evaluados en madres y crias expuestas a BPA en el agua de

bebida.
Control BPAO0.6 BPA60
N° de crias/camada 10.332£0.89 10.25%1.11 9.75%£1.70
Peso de las crias al nacer (g) 6.00+0.14 5.89+0.15 6.1810.21
Peso de las crias al destete
34.51+1.16 33.85+1.50 33.38+0.90
(DPN21)(g)
Relacion hembras/machos (%)1 50/50 50/50 55.13/44.87
Inicio de la pubertad (dias)® 48.00+1.21 48.86+1.20 47.50+0.87
Longitud de los ciclos estrales
3 5.20+0.15 5.39+0.19 5.60£0.32
en DPN90
Longitud de los ciclos estrales
3 6.15+0.45 5.90+0.59 6.57+0.47
en DPN360
Longitud de los ciclos estrales
3 7.8410.5 7.29+0.62 7.80%0.61
en DPN460

Los parametros fueron evaluados determinando la distancia anogenital', apertura vaginal® y
extendidos vaginaless. Los valores se expresaron como la media + SEM.

CAPITULO |

Efectos de la exposicion perinatal a BPA sobre el utero de ratas

en diferentes etapas reproductivas

3. Evaluacion del tejido uterino en ratas de DPN90 (adultas jovenes)

Todos estos animales fueron sacrificados en estro, por lo tanto, el tejido

uterino presentd caracteristicas histolégicas de esta etapa del ciclo (Westwood
2008): epitelio luminal cilindrico simple, presencia de numerosas glandulas

uterinas formadas por un epitelio simple cubico, y alto porcentaje de células
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apoptéticas en el epitelio luminal y glandular (figura 21, flechas). No se observaron
diferencias entre los grupos control y tratados con BPA.
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Figura 21: Fotomicrografias representativas del tejido uterino de un animal control de DPN90. Las
flechas indican células apoptéticas en el epitelio luminal (EL) y glandular (EG). E: estroma, EMC:
estroma muscular circular interno, EML: estroma muscular longitudinal externo. Barra: 50 pm.

3.1. Proliferacion y apoptosis celular

Se evalué la dinamica celular (proliferacion y apoptosis) en cada
compartimiento celular del utero de las hembras de DPN90 expuestas a BPA. En
el epitelio luminal, el estroma y la region muscular, la incorporaciéon de BrdU y los
indices apoptéticos no mostraron diferencias entre los grupos. En el epitelio
glandular se observé una disminucién significativa de la actividad proliferativa en
los animales expuestos a BPA0.6 y a BPA60, mientras que los indices apoptéticos
no se modificaron (figura 22).
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3.2. Expresion de vimentina y a-SMA
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Figura 22: Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre el indice proliferativo y apoptético en el
utero de ratas de DPN90. A la izquierda, fotomicrografias representativas de la marcacion positiva
de BrdU y TUNEL (magnificacion 40X). A la derecha, cuantificacion de la proliferacion y apoptosis
mediante la incorporacion de BrdU y TUNEL respectivamente, en los distintos compartimientos
uterinos. Cada columna representa la media + SEM. *, p<0,05 vs. el grupo control.

Las células del estroma que rodean el epitelio glandular cumplen un rol muy

importante en el mantenimiento de la arquitectura y funcién glandular. Como se

mencion6é en la Introduccion de esta tesis (seccion 2) estas células expresan
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marcadores de naturaleza fibroblastica y muscular, como lo son las proteinas
vimentina y a-SMA, respectivamente. Para cuantificar la expresién de estas
proteinas en las ratas expuestas a BPA, se realizaron ensayos de IHQ sobre
secciones de utero de los animales de DPN90. Nuestros resultados demostraron
que el area periglandular ocupada por células vimentina-positivas no se modifico
por el tratamiento con BPA (figura 23). Sin embargo, los animales expuestos a
BPA60 presentaron una disminucion en el porcentaje del perimetro glandular
ocupado por células a-SMA-positivas (figura 23).
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Figura 23: Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre el estroma periglandular del Gtero de ratas
de DPN90. A la izquierda, fotomicrografias representativas de la inmunomarcacién de vimentina y
a-SMA. Barras: 50 um. A la derecha, cuantificacién de a-SMA y vimentina. La inmunomarcacién de
a-SMA se expresé como densidad lineal, mientras que la de vimentina se expresé como area
periglandular positiva (um). Cada columna representa la media + SEM. *, p<0,05 vs. el grupo
control.

3.3. Evaluacion histolégica del tejido uterino en ratas de DPN360
(adultas)

La histologia uterina de estos animales mostr6 caracteristicas similares a las
observadas en las hembras jévenes de DPN90. Sin embargo, en algunos
animales control se observaron zonas del epitelio luminal que presentaban células

cubicas, evidencidndose en consecuencia una reduccion en la altura del epitelio
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(figura 24 B). También se observaron regiones del epitelio luminal con células
anomalas que presentaban nucleos hipocromicos, bordes citoplasmaticos poco
definidos y/o disposicién atipica (figura 24 C). Posteriormente cuantificamos estas
alteraciones del epitelio luminal, y demostramos que la incidencia de las mismas
fue mayor en las hembras que habian sido expuestas a BPA (Control: 12,5% vs.
BPAO0.6: 58,3% y BPAB0: 60%, p<0,05).
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Figura 24: Fotomicrografias que muestran alteraciones en el epitelio luminal observadas en ratas
de DPN360. A) Altura epitelial normal de un animal en estro (flecha doble). B) y C) Se observan
regiones epiteliales con una reduccion en la altura epitelial (flecha doble), y células con nucleos
hipocromicos, bordes citoplasmaticos poco definidos y/o disposiciéon atipica (flechas). Barras: 50
pm.

Ademas de los cambios encontrados en el epitelio luminal, observamos
diferentes tipos morfolégicos de glandulas uterinas que fueron clasificados
siguiendo los criterios tomados por Gunin y col., (2001) y McLachlan y col., (1980)
como: a) glandulas normales, caracterizadas por presentar forma redondeada,
ovalada o alargada con epitelio cubico simple (figura 25 A, punta de flecha); b)
glandulas con metaplasia escamosa (que de aqui en adelante abreviaremos
como GME), caracterizadas por poseer dos o mas capas de células constituyendo
una estratificacion del epitelio glandular (figura 25 A, flecha); c) glandulas
quisticas, usualmente de gran tamano, amplia luz y epitelio plano (figura 25 B); y
d) glandulas con anomalias celulares, caracterizadas por poseer células
cilindricas, relacidbn nucleo/citoplasma baja, bordes citoplasmaticos pocos
definidos, nucleos con la cromatina mas laxa y/o disposicién atipica de las células
(figura 25 C y D).
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Figura 25: Fotomicrografias representativas de los diferentes tipos de glandulas observadas en
ratas de DPN360. A) glandulas normales (punta de flecha) y glandula con metaplasia escamosa
(GME, flecha). B) glandula quistica. C) y D) Glandulas con anomalias celulares: Células cilindricas
(C), nucleos hipocrémicos, bordes citoplasmaticos poco definidos y disposicién atipica de las
células (D). Barras: A, Cy D 50 pm; B 75 pm.

Al cuantificar estas alteraciones en los diferentes grupos experimentales,

observamos que la incidencia de glandulas con anomalias celulares fue mayor en

las hembras expuestas perinatalmente a BPA60 con respecto a las controles

(Tabla 17).

Tabla 17: Incidencia de alteraciones glandulares histolégicamente diagnosticadas en ratas de

DPN360 expuestas perinatalmente a BPA.

Control

BPAO0.6

BPA60

Glandulas con metaplasia
escamosa (GME)

9/16 (56.3%)

10/12 (83.3%)

5/10 (50%)

Glandulas con anomalias celulares

5/16 (31.3%)

7/12 (58.3%)

9/10 (90%)*

Glandulas quisticas

10/16 (62.5%)

8/12 (66.7%)

7/10 (70%)
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Los resultados son expresados como nimero de ratas afectadas con una determinada alteracién
vs. el total de ratas por grupo. Entre paréntesis se indica el porcentaje de animales que presentd
cada lesién glandular. *, p<0,05 comparado con el grupo control.

3.4. Caracterizacion inmunofenotipica de la histologia uterina

A continuacién nos interes6 conocer el fenotipo de estos epitelios. La
caracterizacion de las células del epitelio luminal y glandular se realizé mediante
ensayos de IHQ de los marcadores descriptos en la seccion 4.3.2 de M&M.

En DPN360, tanto el epitelio luminal como todos los tipos glandulares
descriptos en el Utero, excepto las GME, presentaron inmunomarcacion positiva
para REa, CK8 (marcador de células epiteliales luminales) y negativa para RP,
pan-CK basal (CK34BE12), y p63 (figura 26). Las GME presentaron un patrén
diferente ya que, ademas de expresar REa y CK8, fueron positivas para
CK34BE12 y ademas mostraron una alta expresién de p63 en mas de un estrato
celular. La inmunodeteccion de CK34BE12 se correspondié con las capas de
células mas basales de las GME, disminuyendo la marcacién hacia las capas mas
luminales. La exposicién a BPA no afectd el patron de expresion de las moléculas

evaluadas.

80



Resultados

CK34BE12

Figura 26: Caracterizacidon inmunofenotipica del epitelio luminal y glandular del Gtero de ratas de
DPN360. Fotomicrografias que muestran la inmunodeteccion de REa, RP, CK8, pan-CK basal
(CK34BE12) y p63 en el epitelio luminal y en los diferentes tipos de glandulas uterinas de ratas de
DPNB360. Glandulas normales (punta de flecha negra), glandulas quisticas (punta de flecha blanca),
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glandulas con anomalias celulares (flecha blanca) y glandulas con metaplasia escamosa (GME,
flecha negra). Barra: 50 pm.

3.4.1. Co-localizacion de proteinas en las GME

Seguidamente nos propusimos caracterizar las células que fueron p63
positivas en las GME. Para ello realizamos ensayos dobles de [HQ:
p63/CK34BE12 y p63/CK8 (figura 27). Observamos que no solo las células
CK34BE12-positivas expresaron p63 (figura 27 B), sino que algunas células que
fueron positivas para la CK8 también expresaron p63 (figura 27 B y D, flechas),

demostrando una alteracion en su fenotipo.

Glandula Normal GME

p63/CK34BE12

p63/CK8

.

Figura 27: Caracterizacion de las células p63 positivas en glandulas con metaplasia escamosa
(GME), en el utero de ratas de DPN360. Fotomicrografias representativas de inmunohistoquimica
doble: p63/CK34BE12 y p63/CK8 en glandulas normales (A, C) y en GME (B, D). Las flechas
sefalan células CK8 positivas expresando p63. Las imagenes fueron obtenidas a partir de ensayos
sin contracoloracién. Barras: 50um.
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CAPITULO Il
Respuesta uterina al tratamiento cronico con E2 en ratas adultas

(DPN460) expuestas perinatalmente a BPA

4. Niveles séricos de E2

Las hembras OVX sin ningun tratamiento mostraron niveles de E2 por debajo
del limite de deteccion del ensayo. No se observaron diferencias en los niveles de
E2 entre los grupos experimentales (Control: 19,22 pg/ml + 4,2; BPA0.6: 19,3
pg/ml £ 9,8; BPA60: 11,3 pg/ml £ 7,03, p>0.05).

5. Evaluacion histologica del tejido uterino en ratas de DPN460-E2

5.1. Histomorfologia uterina de ratas Control+E2

El analisis histolégico del tejido uterino de las ratas control de edad avanzada
tratadas con E2 (Control+E2) mostrd la presencia de las mismas alteraciones
glandulares que las observadas en DPN360 (es decir, GME, glandulas con
anomalias celulares y glandulas quisticas). Ademas, en estas hembras de
DPN460-E2 se observé la presencia de glandulas con glandulas hijas (que
seran abreviadas como GGH), clasificadas como tales de acuerdo al criterio
tomado por Gunin y col., (2001). Estas estructuras tienen varias formas (redondas,
elongadas, tortuosas, estrelladas) y tamanos. Se observan glandulas dentro del
epitelio de la glandula madre, o bien en la superficie externa de la glandula madre
(como glandulas en ciernes) (figura 28 A). También se observaron glandulas
formando conglomerados que, segun se ha reportado (Gunin y col., 2001), podrian
representar un estadio mas avanzado de las GGH, que proliferan y se separan de
la glandula madre quedando agrupadas, con muy poco estroma entre ellas (figura
28 B). Es interesante remarcar que no se observaron GGH en las hembras de
DPNS360.
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Figura 28: Fotomicrografias que muestran alteraciones glandulares en ratas de DPN460-E2. Se
observan glandulas con glandulas hijas (GGH, A) y glandulas formando conglomerados (B).
Barras: (A) 50 um y (B) 75 pm.

Para poder dilucidar si la presencia de GGH observadas en el Gtero de ratas
tratadas con E2 se debia al tratamiento con E2, a la edad avanzada de los
animales, 0 a una combinacién de ambas variables, disefiamos 2 experimentos
complementarios, descriptos en la seccion 1.2 de M&M. Asi, para investigar si las
GGH se debieron especificamente al tratamiento crénico con E2, evaluamos la
histologia uterina de animales jévenes de DPN90 tratados con E2 durante 3
meses (DPN190-E2). En estos animales no observamos GGH ni conglomerados
de glandulas. Por otro lado, para investigar si la edad avanzada de las hembras
inducia la aparicion de este tipo de glandulas, se analizaron muestras de utero de
ratas de DPN460, es decir, de la misma edad que las de los grupos de DPN460-
E2, pero esta vez sin ningun tipo de tratamiento. El analisis de la histologia en
esas hembras mostrd la presencia de GGH, con una incidencia similar a la
observada en las ratas de DPN460-E2 (Control+E2: 14,3% vs. DPN460: 20%).

5.2. Histomorfologia uterina de ratas BPA+E2

En respuesta a E2, las hembras que habian sido expuestas a BPA (grupos
BPA+E2) presentaron los mismos tipos morfolégicos de glandulas uterinas que el
grupo control+E2, sin diferencias en el inmunofenotipo. Sin embargo, la incidencia
de anormalidades glandulares en el tejido uterino aumentd significativamente en

los animales de BPA+E2 (Tabla 18). Especificamente, en el grupo de BPA60+E2
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se observé mayor incidencia de glandulas con anomalias celulares mientras que la
incidencia de GGH fue mayor en las ratas de BPA0.6+E2 en comparacion con el

grupo control+E2 (Tabla 18).

Tabla 18: Incidencia de alteraciones glandulares histolégicamente diagnosticadas en ratas de
DPN460-E2 expuestas perinatalmente a BPA.

Control+E2 BPAO0.6+E2 BPA60+E2

Glandulas con metaplasia
10/14 (71.4%) 9/9 (100%) 8/9 (88.9%)
escamosa (GME)

Glandulas con anomalias celulares 9/14 (64.3%) 8/9 (88.9%) 9/9 (100%)*

Glandulas quisticas 9/14 (64.3%) 8/9 (88.9%) 8/9 (88.9%)

Glandulas con glandulas hijas 2/14 (14.3%) 6/9 (66.7%)*  3/9 (33.3%)

Los resultados son expresados como nimero de ratas afectadas con una determinada alteracion
vs. el total de ratas por grupo. Entre paréntesis se indica el porcentaje de animales que presentd
cada lesién glandular. *, p<0,05 comparado con el grupo control.

Como puede observarse en la tabla 18, el porcentaje de ratas que exhibi6
GME fue muy elevado en todos los grupos experimentales sin observarse
diferencias significativas. Por lo tanto, decidimos evaluar la densidad de volumen
de estas glandulas (como se describié en la seccion 5.2.2 de M&M) por cada
animal. Los resultados de este analisis mostraron un aumento significativo de la
densidad de GME en el grupo de BPA60+E2 comparado con el grupo control+E2
(figura 29).
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Figura 29: Efecto de la exposicién perinatal a BPA sobre la densidad de glandulas con metaplasia
escamosa (GME) en el Gtero de ratas de DPN460 tratadas con E2. Cada columna representa la
media £ SEM de la densidad de volumen (Vv) x1000. *, p<0,05 vs. el grupo control+E2.

6. Expresion de p63 y sus isoformas TA y AN

Como se describié anteriormente, las GME presentaron un inmunofenotipo
diferente al del resto de glandulas uterinas, ya que expresaron p63, un marcador
que se expresa en células basales de epitelios estratificados (Koster y col., 2004;
Kurita y col., 2005). Para estudiar si la expresion de p63 en las GME se producia a
expensas de alguna isoforma en particular de esta proteina, se evaluaron por PCR
en tiempo real las isoformas TA y AN, que se generan a partir del uso de
promotores alternativos, y que han sido diferencialmente implicadas en los
procesos de iniciacién y mantenimiento de epitelios estratificados (Koster y col.,
2004). Nuestros resultados demostraron que ambas isoformas se expresaron en el
utero de las hembras de DPN460-E2. Sin embargo, la expresién de TA fue
significativamente menor en las ratas del grupo de BPA0.6+E2 y mayor en las del
grupo de BPA60+E2 (figura 30 A).

Posteriormente decidimos estudiar si los cambios en los niveles de ARNm de
TA se reflejaban en cambios en la expresion de la proteina. Para ello, se cuantificé
por IHQ la expresion de la proteina p63 total. Teniendo en cuenta que p63 solo se
expresa en las GME, la cuantificacion se realizd en estas glandulas determinando
el porcentaje de células p63-positivas. Los resultados mostraron que el porcentaje
de células p63-positivas por cada GME fue significativamente menor en las
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hembras del grupo de BPA0.6+E2 en comparacion con el control+E2 (control+E2:
63,8% vs. BPA0.6: 50,9%, p<0,05) (figura 30 B).
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Figura 30: Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion de p63 en el Utero de ratas
de DPN460 tratadas con E2. A) Expresién relativa del ARNm de las isoformas TA y AN evaluadas
mediante PCR en tiempo real. Las muestras fueron normalizadas con la expresion del gen L19 y
las cantidades relativas del ARNm fueron calculadas mediante el método de la curva estandar
relativa. Cada columna representa la media + SEM. *, p<0,05 vs. el grupo control+E2. B) Expresion
de la proteina p63 en las glandulas con metaplasia escamosa (GME) de los diferentes grupos
experimentales. Barra: 50 um.

7. Desarrollo de anticuerpos policlonales para la deteccion de Wnt7a y
Whntb5a por IHQ

Teniendo en cuenta el rol fundamental de la via de sefalizacion de la familia
de moléculas Wnt en el utero, y especificamente las proteinas Wnt7a y Wnt5a en
el desarrollo y funcionalidad de las glandulas uterinas, nos propusimos estudiar la
expresion de estas moléculas en los distintos tipos de glandulas observadas en las
hembras de DPN460-E2.

7.1. Disefo y obtencion de antigenos especificos
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Mediante el estudio bioinformatico de la secuencia aminoacidica reportada
para Wnt7a y Wnt5a, se detecté una regién de alta antigenicidad tedrica (en la
figura 31 se muestra el andlisis de la secuencia de Wnt7a; el procedimiento para
seleccionar la secuencia antigénica de Wnt5a fue el mismo). Teniendo en cuenta
esta regién se selecciond, en la secuencia nucleotidica correspondiente de cada
proteina, el fragmento a ser amplificado por PCR para generar los antigenos.
Dicho fragmento abarcé la regién comprendida entre los aminoacidos 194-283 de
la secuencia de Wnt7a de rata (Nro. Genbank: EDL91365.1) (figura 31) y la regidén
comprendida entre los aminoacidos 207-300 (Nro. Genbank: AAV69750) de la
secuencia de Wnt5a de rata. El fragmento seleccionado para cada molécula fue
traducido y comparado in silico con el resto del genoma de la rata utilizando la
herramienta BLAST protein-protein del sitio web del National Center for
Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov), sin observarse alineamientos

significativos con otras proteinas de rata.
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Figura 31: Seleccion del fragmento de la secuencia de Wnt7a para ser utilizado como antigeno en
la produccién de un anticuerpo policlonal especifico. A) Analisis de la antigenicidad teérica de la
proteina Wnt7a. En negro y rojo se muestra la antigenicidad correspondiente al polipéptido
codificado por la secuencia seleccionada. B) Salida del programa informatico Vector NTI. Se
observa la secuencia codificante completa del gen de Wnt7a de rata (flechas violetas indican los
distintos exones), y en un recuadro rosado se marca la secuencia utilizada para generar el
antigeno por PCR. La flecha dentro del recuadro indica la ubicacion del sitio antigénico tedrico de
Whnt7a.
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Siguiendo la estrategia de clonado direccional detallada en la seccion 5.4.1.1
de M&M, se obtuvieron los plasmidos recombinantes pGEX-4T-3/Wnt7a y pGEX-
4T-3/Wntb5a, los cuales fueron expresados en bacterias E. coli JM109 y las
proteinas de fusion GST-Wnt7a y GST-Wnt5a resultantes fueron purificadas
mediante columnas cromatograficas GSTrap™. Las fracciones obtenidas durante
la elucién se separaron mediante SDS-PAGE vy el gel fue tefiido con Coomasie
Blue (figura 32).
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Figura 32: Purificacion de los antigenos GST-Wnt5a y GST-Wnt7a mediante cromatografia de
afinidad. Gel de poliacrilamida tefiido con Coomasie Blue. Se observan fracciones de una
cromatografia realizada con GSTrap. De izquierda a derecha: GST-Wnt5a purificada, marcador de
peso molecular, GST-Wnt7a purificada, GST purificada.

En la figura 32 se puede observar que las proteinas recombinantes
purificadas estuvieron compuestas por 3 péptidos mayoritarios. De acuerdo al
peso molecular de las mismas, la banda de menor peso corresponderia a GST, la
de mayor peso a GST-Wntba o GST-Wnt7a (aproximadamente 35 kDa) y la banda
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de peso intermedio podria deberse a una liberacién prematura del complejo de
traduccion del plasmido, resultando en una proteina de peso intermedio
conteniendo el extremo amino terminal de Wnt5a y Wnt7a respectivamente.

7.2. Generacion y caracterizacion de los anticuerpos policlonales

Dos conejos fueron inoculados con los antigenos GST-Wnt7a y GST-Wnt5a
siguiendo el protocolo descripto en M&M (seccién 5.4.2). El suero se purificd por
doble cromatografia de afinidad, y la caracterizacion de los anticuerpos
especificos anti-Wnt7a y anti-Wnt5a se realiz6 mediante técnicas de Western blot
e IHQ. En los ensayos de Western blot se observé una banda especifica de 39
kDa para la proteina Wnt7a en extractos protéicos de utero y testiculo de rata,
mientras que para Wnt5a se observd una banda especifica de 42 kDa en extracto
protéico de utero (figura 33 A). A continuacién, para evaluar la inmunoreactividad
en tejidos fijados en parafina, se realizaron ensayos de IHQ en secciones de
testiculo y utero (figura 33 B y C). Se definié el patrdn de expresién de ambas
proteinas en el tejido uterino. En muestras de animales control+E2, la proteina
Whnt7a se expresd en el nucleo y citoplasma del epitelio glandular y luminal del
utero, mientras que Wnt5a presentd expresion citoplasmatica principalmente,
mostrando una marcacién débil en el nucleo de las células del epitelio glandular y
luminal. El estroma fue mayoritariamente negativo para ambas proteinas (figura 33
C). No se detectdé marcacién especifica cuando el anticuerpo primario (anti-Wnt7a
o anti-Wnt5a) fue preincubado con el péptido utilizado como inmunoégeno (figura
33 D).
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Figura 33: Caracterizacion de los anticuerpos anti-Wnt7a y anti-Wnt5a en el Gtero y testiculo de
rata. (A) En los ensayos de Western blot se detecto la proteina Wnt7a (39 kDa) en ambos tejidos, y
la proteina Wnt5a (42 kDa) solo en el tejido uterino. La inmunorreactividad de los anticuerpos se
evalud por inmunohistoquimica en secciones de tejido de testiculo (B) y utero (C). (C) Se observd
marcacion positiva para Wnt7a y Wnt5a en las células glandulares y luminales del tejido uterino; las
inserciones a mayor aumento muestran que la expresion de Wnt7a fue nuclear y citoplasmatica,
mientras que la expresion de Wnt5a fue principalmente citoplasmatica. Cuando el anticuerpo
primario fue preadsorbido con el antigeno usado como inmundgeno no se observé marcacion
especifica (D). Barras: 50 pm.
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7.3. Expresion de Wnt7a y Wnt5a en glandulas uterinas

La expresion de estas proteinas se evalué por IHQ en las glandulas
normales, en las GME y en las GGH. La expresién de Wnt7a fue menor en las
GME en comparacién con las glandulas normales, independientemente del grupo
experimental (figura 34). Por su parte, la expresibn de Wnt5a no mostré

diferencias entre los distintos tipos morfolégicos de glandulas uterinas (figura 34).
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Figura 34: Expresion de Wnt7a y Wnt5a en las glandulas uterinas de ratas de DPN460-E2. A) Las
fotomicrografias muestran la deteccién inmunohistoquimica de Wnt7a y Wnt5a en glandulas
normales (GN, flecha), glandulas con metaplasia escamosa (GME, punta de flecha), y glandulas
con glandulas hijas (GGH, flecha blanca). Las imagenes fueron obtenidas a partir de ensayos
contracoloreados con hematoxilina de Mayer. Barras: 50 um. B) Cuantificacion de Wnt7a y Wnt5a
en las GN, GME y GGH, evaluadas como densidad éptica integrada (DOI). Los resultados se
expresan como unidades arbitrarias. Cada columna representa la media + SEM. *, p<0,05 vs. las
GN.
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Interesantemente, ademas de que las GME presentaron menor expresién de
Whnt7a que las glandulas normales, observamos que la expresién de Wnt7a en las
GME del grupo de BPA60+E2 fue aun menor que las GME del grupo control+E2
(figura 35).

GME
—_ 250'
/2]
8
5 2004 _—T— ]
=
2 1501 *
-E ©
= 9 100-
el
©
T 50
c
2

o

Control+E2 BPA0.6+E2 BPAG0+E2

Figura 35: Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion de Wnt7a en las glandulas
con metaplasia escamosa (GME) de ratas de DPN460 tratadas con E2. La inmunomarcacion
positiva se cuantifico calculando la densidad dptica integrada (DOI). Los resultados se expresan
como unidades arbitrarias. Cada columna representa la media + SEM. *, p<0,05 vs. el grupo
control+E2.

8. Expresion de B-catenina en glandulas uterinas

Posteriormente decidimos evaluar la expresiéon de B-catenina, principal
mediador intercelular de la via candnica de Wnt (Clevers 2006), en todos los
animales de DPN460-E2. Esta proteina se expresé en células del epitelio
glandular y luminal del Gtero, y su localizacion fue restringida principalmente a la
membrana plasmatica y al citoplasma celular con menor intensidad (figura 36).
Posteriormente se cuantificd la expresién de B-catenina en las glandulas normales,
en las GME y en las GGH, y no se encontraron diferencias entre los grupos

experimentales (p>0,05) (figura 36).
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Figura 36: Inmunomarcacion de B-catenina en las glandulas uterinas de hembras de DPN460-E2.
Fotomicrografias representativas de la expresién de B-catenina en los distintos grupos
experimentales, obtenidas a partir de ensayos contracoloreados con hematoxilina de Mayer. Barra:
50 pm.

9. Expresion de RP en glandulas uterinas

El RP es una marcador importante de diferenciacién epitelial uterina regulado
por Eg (Franco y col., 2012; Patel y col., 2015). Por lo tanto, decidimos evaluar su
expresion por IHQ en las glandulas normales, en las GME y en las GGH. La
expresion de RP fue menor en las GME en comparaciéon con las glandulas
normales, independientemente del grupo experimental (glandulas normales: 196,1
+ 2,35; GME: 159,3 £ 15,39, p <0,05), mientras que no se observaron cambios en
las GGH (187,0 £ 5,482). La exposiciéon a BPA no modifico el patrén de expresion

de RP en los diferentes tipos de glandulas.

10. Expresion de REa, REB y RP en el estroma uterino

Como se ha mencionado en la introduccion de esta tesis (seccion 2.3), las
hormonas esteroides ovaricas regulan la proliferacién y diferenciacion del epitelio
uterino a través de la unién a sus receptores especificos localizados en el
estroma. Para evaluar si las alteraciones observadas en las glandulas uterinas
estuvieron asociadas con cambios en la expresion de los receptores hormonales,
estudiamos la expresién de REa, REB y RP en el estroma uterino de las hembras
de DPN460 tratadas con E2. La expresiéon de RP disminuyé en ambos grupos de
BPA+E2, mientras que la expresion de REa fue menor en las ratas expuestas a

BPA60+E2 en comparacion con las del grupo control+E2 (figura 37). En relacién a
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la expresion de REB, no se observaron diferencias entre los grupos
experimentales (figura 37).
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Figura 37: Efecto de la exposicidon perinatal a BPA sobre la expresién inmunohistoquimica de
receptores hormonales en el tejido uterino de ratas de DPN460 tratadas con E2. (A) Las
fotomicrografias muestran la deteccion de RP, REa y REB en el estroma uterino. Estas imagenes
se obtuvieron a partir de ensayos sin contracoloracién. Barra: 50 um. (B) Cuantificacion de
receptores hormonales evaluados como densidad éptica integrada (DOI). Los resultados se
expresan como unidades arbitrarias. Cada columna representa la media + SEM. *, p<0,05 vs. el
grupo control+E2.
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11. Expresion del ARNm de REa y sus promotores transcripcionales OS,
ON, O, OTy E1

Para estudiar con mas detalle la respuesta uterina al E2 a través del REq,
evaluamos si la disminucién del REa observada en el estroma uterino estuvo
asociada con cambios a nivel de la transcripcion del ARNm. Se analizaron los
niveles del ARNm de REa mediante PCR en tiempo real. Las ratas del grupo de
BPAB0+E2 mostraron una disminucion en la expresion de REa (figura 38). A
continuacién, para determinar si esa disminucién se asocié con cambios en la
actividad relativa de los promotores transcripcionales del REa, se estudiaron los
niveles de expresion de los transcriptos con exones 5’ no traducibles, asociados a
los distintos promotores descriptos del gen del REa de la rata, en los grupos
control+E2 y BPA60+E2 (ya que este grupo de BPA+E2 fue el que presento
disminucion en el ARNm total y en la proteina del REa). Los resultados
demostraron que la transcripcion del REa en el utero de ratas de DPN460 tratadas
con E2 fue regulada por los promotores OS, O, OT y E1 independientemente del
grupo experimental. Los niveles de transcriptos conteniendo el exén ON no
pudieron ser detectados por PCR en esta condicion experimental. Las hembras
expuestas a BPA60+E2 presentaron una disminucién en la expresion de los
transcriptos REa-O y REa-OT en comparacién con el grupo control+E2 (figura 38).
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Figura 38: Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion del ARNm del REa en el
utero de ratas de DPN460 tratadas con E2. Los niveles de expresion del ARNm total del REa y de
los exones 5' no traducibles del gen del REa fueron evaluados por PCR en tiempo real. Las
muestras se normalizaron con la expresion del gen L19 y las cantidades relativas de ARNm se
calcularon utilizando el método de la curva estandar relativa. Cada columna representa la media +
SEM. *, p<0,05 vs. el grupo control+E2.

12. Expresion de coactivadores de la accion de los receptores de
hormonas esteroides: SRC1 y SRC3 en el estroma uterino

Como se describié en la introduccién de esta Tesis (seccion 2.4.1), los
coactivadores de la accion de los receptores hormonales cooperan con los
mismos promoviendo la activacion transcripcional en las regiones regulatorias de
los genes diana de los receptores. Para obtener mas informacion sobre los
mecanismos asociados a las alteraciones observadas en el uUtero de ratas de los
grupos de BPA+E2, estudiamos la expresion de dos coactivadores de receptores
de hormonas esteroides, SRC1 y SRC3, en el estroma uterino mediante ensayos
de IHQ. Los resultados mostraron que la expresion de SRC1 y SRC3 disminuyé
en ambos grupos de BPA+E2 (figura 39).
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Figura 39: Efecto de la exposicién perinatal a BPA sobre la expresion de SRC1 y SRC3 en el tejido
uterino de ratas de DPN460 tratadas con E2. La inmunomarcacion de SRC1 y SRCS3 se cuantificd
evaluando la densidad 6ptica integrada (DOI) en el estroma del Utero. Los resultados se expresan
como unidades arbitrarias. Cada columna representa la media + SEM. *, p<0,05 vs. el grupo
control+E2.

13. Expresion del ARNm de IGF-l e IGF-IR

Como se ha mencionado en la Introduccion de esta tesis (seccion 2.3), el E2
(a través del REa localizado en el estroma) promueve la expresion de IGF-1 que
actua en forma paracrina sobre el epitelio uterino para inducir proliferacion. En
este punto, nos propusimos estudiar si la via de sefalizacion del IGF-I estuvo
implicada en los efectos inducidos por E2 sobre el epitelio glandular. Se evalud la
expresion del IGF-I y su receptor, IGF-IR, por PCR en tiempo real. La expresién
del ARNm de IGF-1 e IGF-IR fue menor en las ratas de BPA0.6+E2 (figura 40).
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Figura 40: Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion de IGF-1 e IGF-IR en el utero
de ratas de DPN460 tratadas con E2. Los niveles relativos del ARNm de IGF-I e IGF-IR se
midieron por PCR en tiempo real. Las muestras fueron normalizadas con la expresion del gen L19
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y las cantidades relativas del ARNm fueron calculadas mediante el método de la curva estandar
relativa. Cada columna representa la media + SEM. *, p<0,05 vs. el grupo control+E2.

14. Expresion del ARNm de enzimas involucradas en mecanismos
epigenéticos

La alteracién en la expresiéon de moléculas Eg-sensibles observada en ratas
expuestas a BPA+E2 podria estar influenciada por alteraciones en distintos
mecanismos epigenéticos. Para evaluar la expresién de enzimas involucradas en
algunos de estos mecanismos como metilacion del ADN y metilacién/acetilacion
de histonas, se midieron los niveles del ARNm de las Dnmt3a y Dnmt3b, de la
histona metiltransferasa EZH-2, y de las Hdac-1, -2 y -3 en el Gtero de las hembras
de DPN460-E2. En el grupo de BPAB0+E2 aumentd la expresion de Dnmt3a y
Dnmt3b, mientras que la expresion de EZH-2 y Hdac-1 fue mayor en el grupo de
BPAOQ.6+E2 (figura 41).
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Figura 41: Efecto de la exposicion perinatal a BPA sobre la expresion de las enzimas Dnmt3a,
Dnmt3b, EZH-2, Hdac-1, Hdac-2 y Hdac-3 en el Utero de ratas de DPN460 tratadas con E2. Los
niveles relativos de expresién del ARNm se midieron por PCR en tiempo real. Las muestras fueron
normalizadas con la expresion del gen L19 y las cantidades relativas del ARNm fueron calculadas
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mediante el método de la curva estandar relativa. Cada columna representa la media £ SEM. *,
p<0,05 vs. el grupo control+E2.

CAPITULO Il
Establecimiento de cultivos en tres dimensiones (3D) de células
epiteliales endometriales como modelo para el estudio de los
efectos de la exposicion in vitro a Bisfenol A

Este capitulo reune los resultados obtenidos durante una estancia en el
Instituto de Recerca Biomédica de Lleida (IRB) en Espana. El proyecto de estancia
en el IRB tuvo como objetivo principal mi capacitacién en la metodologia de cultivo
de células epiteliales endometriales en 3D, para luego realizar estudios del efecto
de la exposicion in vitro a BPA. Esta técnica de cultivos provee un ambiente
estructural y funcional adecuado para investigar el efecto directo del BPA sobre las
células epiteliales del utero, evitando la interferencia de moléculas derivadas del
estroma. Durante el desarrollo de los cultivos, las células epiteliales forman
estructuras glandulares correctamente polarizadas, que “imitan” el fenotipo normal

de las células epiteliales in vivo.

15. Desarrollo de los cultivos en 3D

El desarrollo de los cultivos de células epiteliales endometriales se realiz
siguiendo el protocolo descripto y desarrollado por el grupo investigacion del IRB
con el cual me capacité (Eritja y col., 2010). En la figura 42 se observa el progreso
de un cultivo en 3D a lo largo del tiempo. Las células epiteliales comienzan a
formar estructuras glandulares polarizadas entre el tercer y cuarto dia de cultivo en
3D. Debido a la naturaleza de estos cultivos que crecen sobre una base de
Matrigel, no es posible realizar repiques para mantener a las células en
crecimiento, por lo que la viabilidad de los mismos es relativamente baja, de
aproximadamente 2 semanas, momento en el que las estructuras glandulares

comienzan a colapsar y luego entran en apoptosis (figura 42).
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Cultivos en 3D de células epiteliales endometriales
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Figura 42: Fotomicrografias que muestran el progreso de un cultivo en 3D de células epiteliales
endometriales a lo largo del tiempo. Se puede observar que a partir del dia 3 las células comienzan
a formar estructuras glandulares polarizadas, que proliferan y aumentan de tamafno durante los
siguientes dias. Entre los dias 12 y 13 las estructuras glandulares comienzan a colapsar, para
luego entrar en proceso de apoptosis. Barra: 50 um.

16. Efecto de la exposicion a BPA sobre las estructuras glandulares en
cultivos en 3D

Como se senal6 en M&M, realizamos un experimento para evaluar el efecto
de la exposicién cronica a BPA en las dosis 10°, 10® y 107 M sobre los cultivos de
células epiteliales en 3D. Durante el tratamiento se cuantificé el perimetro
glandular (cada 3 dias). Los resultados mostraron que los cultivos expuestos a
BPA 10°y 10® M presentaron una disminucién significativa del perimetro en el dia

3 y 6 de tratamiento. Interesantemente, en el dia 9 no encontramos diferencias

102



Resultados

significativas entre los grupos, pero al final del tratamiento (dia 12) observamos
que los cultivos expuestos a BPA 10 M presentaron un aumento significativo del

tamano glandular (perimetro) con respecto a los cultivos control (figura 43).
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Figura 43: Efecto de la exposicién a BPA sobre el perimetro de las estructuras glandulares en
cultivos en 3D. Cada columna representa la media + SEM. **, p<0,01 vs. el grupo control.

Ademas evaluamos en el dia 3 de tratamiento, la incorporacién de BrdU
(como marcador de proliferacion celular) en los cultivos expuestos a las dosis de
BPA que habian mostrado una disminucién en el perimetro (es decir las dosis 10
y 10° M de BPA). En concordancia con la disminucién observada en el perimetro
glandular de esos cultivos, observamos también una disminucién en el porcentaje

de células BrdU-positivas por glandula (figura 44).
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Figura 44: Efecto de la exposicién a BPA sobre la proliferacion de las estructuras glandulares en
cultivos en 3D. Arriba, fotomicrografias representativas de la marcacién positiva de BrdU
(magnificacion 20X). Abajo, cuantificacion de la proliferacién expresada como porcentaje de células
que incorporaron BrdU por glandula. Cada columna representa la media £ SEM. *, p<0,05 vs. el
grupo control.

17. Efecto de la exposicion a BPA sobre la polaridad apicobasal de las
estructuras glandulares en 3D

Para evaluar si la exposicién a BPA modifico la polaridad de las estructuras
glandulares en los cultivos en 3D, se analiz6é por IF la expresion y localizacion de
las proteinas faloidina, GM130 y B-catenina, a los 3 dias de comenzado el
tratamiento. Los marcadores evaluados presentaron un patron de expresion
normal en las células epiteliales de las estructuras glandulares. La faloidina se
expresé en la superficie apical de las células, determinando un correcto
posicionamiento del citoesqueleto de actina; la proteina GM130 se expreso6 en el
citoplasma, adyacente al nucleo, hacia la cara luminal de la células, demostrando

el correcto posicionamiento del aparato de Golgi, y la expresion de B-catenina se
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localizé en la membrana celular lateral y basal, demostrando su participacién en
las uniones célula-célula y célula-matriz extracelular (figura 45). La exposicion a

BPA no afect6 la polarizacién apicobasal de las estructuras glandulares formadas.

Faloidina/GM130 B-Catenina

Figura 45: Fotomicrografias representativas de las inmunofluorescencias realizadas para evaluar
polaridad apicobasal en las estructuras glandulares en 3D. En las imagenes se observa la
expresion y localizacion de Faloidina (marcador del citoesqueleto de actina, rojo); GM130
(marcador del aparato de Golgi, verde); B-catenina (marcador de uniones célula/célula vy
célula/matriz extracelular, verde). En azul se marca el nicleo celular (magnificacién 40X).
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El conducto Milleriano de los mamiferos experimenta un proceso de
diferenciacién organogenética que define el patrén histomorfol6égico del TRF. En la
rata, este proceso comienza durante la organogénesis fetal (DG9) y se completa
durante las 2 primeras semanas de vida postnatal (Kurita y col., 2001). Este
periodo es critico para el desarrollo uterino debido a que la exposicién a
compuestos quimicos con actividad hormonal como el BPA puede alterar el
microambiente tisular normal, y como consecuencia afectar la funcionalidad
uterina y salud reproductiva a largo plazo (Suvorov y Waxman 2015). Actualmente
existen numerosas evidencias de nuestro grupo y otros, que alertan acerca de la
asociacion entre la exposicién a BPA durante periodos criticos del desarrollo y la
presencia de alteraciones en tejidos hormono-sensibles, el aumento en la
incidencia de patologias reproductivas como infertilidad-subfertilidad, problemas
durante la prefiez/lactancia y alteraciones preneoplasicas (Altamirano y col., 2015;
Bosquiazzo y col.,, 2010; Kass y col., 2012; Newbold y col., 2009; Suvorov y
Waxman 2015; Varayoud y col., 2014).

1. La exposicion perinatal a BPA afecta la diferenciacion
funcional uterina en ratas adultas durante la vida reproductiva

En la primera parte de este trabajo, evaluamos los efectos de la exposicidén
perinatal a BPA sobre el utero de hembras en diferentes etapas reproductivas. En
ratas adultas jovenes de DPN90, demostramos que la exposicion a BPA modificé
parametros relacionados con la diferenciacién y funcionalidad de las glandulas
uterinas. Las hembras tratadas con las dos dosis de BPA evaluadas presentaron
una disminucion significativa en la tasa de proliferacion celular de las glandulas
uterinas, sin observarse cambios en los indices apoptéticos. Ademas, en el grupo
de BPAB0 se observé una disminucién de la expresiéon de a-SMA en las células
del estroma que rodean el epitelio glandular, mientras que la expresion de
vimentina no se modific6. Como se comentd en la introduccién de esta tesis
(seccidn 2), las células del estroma periglandular cumplen roles importantes en las

comunicaciones entre el estroma y el epitelio glandular. Estas células colaboran
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en la regulacion y respuesta de sefales provenientes del estroma necesarias para
el mantenimiento de la arquitectura y funcién glandular (Czernobilsky y col., 1993).
De este modo, la disminucién de la proliferacién celular en las glandulas uterinas
de las hembras expuestas a BPA podria estar asociada con la alteracién en la
organizacién del estroma circundante, evidenciada por la disminucién de a-SMA
en las células del perimetro glandular, que podria estar afectando la correcta
comunicacion entre el estroma y el epitelio glandular. En un trabajo previo
demostramos que hembras expuestas a dietilestilbestrol (DES), un compuesto
sintético con actividad estrogénica potente sobre el cual existen fuertes evidencias
de perturbacion endocrina, presentaron modificaciones similares a las descriptas
en este trabajo (Bosquiazzo y col., 2013). En concordancia con nuestros
resultados, Ramos y col., (2001) demostraron que en ratas tratadas con BPA, el
fenotipo de las células del estroma periductal de la prostata y la funcionalidad de
las células glandulares también se vieron afectados. Resultados comparables
fueron reportados para las células peritubulares que rodean los tubulos
seminiferos de Caiman latirostris expuestos a pesticidas (Rey y col., 2009).
Alteraciones en la organizacién de las células mioides periglandulares podrian ser
las responsables de modificaciones en las sefales que intervienen en el control de
la proliferacion y la apoptosis celular necesaria para mantener la histoarquitectura
y funcioén tisular (Rey y col., 2009).

Siguiendo con el estudio de los efectos de la exposicién a BPA sobre el utero
de hembras en diferentes etapas reproductivas, evaluamos el tejido uterino de
ratas adultas de DPN360 que habian sido expuestas perinatalmente a BPA. En
estas hembras observamos la presencia de anormalidades uterinas que incluyeron
cambios morfolégicos en el epitelio luminal del utero, tales como regiones
epiteliales con células anormales y disposicion atipica, y zonas con una reduccidn
de la altura epitelial, evidenciada por la presencia de células cubicas en lugar de
cilindricas. Ademas, en estas hembras observamos diferentes tipos morfolégicos
de glandulas uterinas tales como GME, glandulas quisticas y glandulas con
anomalias celulares. El hecho de haber observado estas anormalidades en todos
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los grupos experimentales incluyendo los controles, indicaria que se trata de
alteraciones histomorfolégicas que aparecen normalmente en ratas de edad
avanzada. El proceso de envejecimiento uterino ha sido previamente asociado con
alteraciones en la proliferacién celular y en la expresion de receptores hormonales
en diferentes tipos de células endometriales (Niklaus y col., 2007). Ademas, otros
autores demostraron cambios en el patrén de expresién de genes blanco de los
Eg en el Utero de ratones adultos de edad avanzada (Khalyfa y col., 2003),
sugiriendo que la expresidon modificada de genes sensibles podria jugar un papel
importante en la senescencia reproductiva y contribuir a la disminuciéon y/o

alteracién de la funcién reproductiva en animales de edad avanzada.

La caracterizacién histolégica de las alteraciones glandulares observadas
mostrd que todos los tipos glandulares a excepcion de las GME presentaron un
patrén similar al observado en las glandulas normales, expresando marcadores de
diferenciacion epitelial luminal (CK8) y REa. Las GME en cambio, presentaron un
patrén diferente, ya que fueron inmunoreactivas para la pan-CK basal, y ademas
presentaron una alta expresiéon de p63. Se sabe que p63 es un marcador de
diferenciacién escamosa en tejidos adultos, y que se expresa normalmente en las
capas basales de epitelios estratificados, pero no en epitelios simples. De esta
manera se ha sugerido que p63 cumple un importante rol en el desarrollo y
mantenimiento de epitelios estratificados (Di Como y col., 2002; Koster y col.,
2004). Nuestros resultados mostraron que la expresién de p63 no se limitd
exclusivamente a las células basales de las GME, sino que ciertas poblaciones de
células epiteliales luminales (inmunoreactivas para CK8) también expresaron p63.
En coincidencia con nuestros resultados, otros autores han demostrado expresién
de p63 en metaplasias escamosas uterinas de ratones expuestos a DES (Kurita y
col., 2004), y en pacientes con patologias uterinas como hiperplasia endometrial
severa y cancer endometrial (Stefansson y col., 2006).

Aunque las anormalidades uterinas observadas fueron histologicamente

iguales entre los diferentes grupos experimentales, en las ratas tratadas con BPA
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la incidencia de alteraciones en el epitelio luminal fue mayor que en las controles.
Las hembras expuestas a BPA60 mostraron también una mayor incidencia de
glandulas con anomalias celulares. Estos resultados concuerdan con los
reportados anteriormente por otros autores, que demostraron que la exposicion a
BPA durante periodos tempranos de desarrollo indujo diversas alteraciones en el
epitelio luminal y lesiones patolégicas incluyendo alteraciones benignas,
premalignas y cambios neoplasicos en el Gtero de roedores adultos (Markey y col.,
2005; Newbold y col., 2007, 2009; Schonfelder y col., 2004). Ademas, en un
estudio previo demostramos que ratas expuestas perinatalmente a DES
presentaron alteraciones glandulares similares a las descriptas en esta tesis
(Bosquiazzo y col.,, 2013). De esta manera podemos sugerir que este tipo de
alteraciones histolégicas en el epitelio luminal y glandular del atero podrian formar
parte de patrones especificos de perturbacién endocrina mediada por exposicion a

xenoestrégenos.

En resumen, en esta primera parte del trabajo, hemos demostrado que la
exposicién perinatal a dosis tan bajas como en el rango de la "dosis segura" de
BPA establecida por la EPA (tal como la dosis alta utilizada aqui, BPA60), y a una
dosis 100 veces menor (BPAO0.6), altera el desarrollo normal del utero con
consecuencias adversas a largo plazo en la histologia y la diferenciacion uterina.
En el presente trabajo observamos importantes cambios en el compartimento
glandular del utero, sugiriendo que el BPA podria alterar la funcionalidad de las
glandulas uterinas. Importantes procesos reproductivos en los que las glandulas
uterinas cumplen roles fundamentales, como por ejemplo la implantacién del
embrion en la prefez, se han visto alterados en modelos de exposicion neonatal a
BPA (Varayoud y col., 2014). En este sentido, alteraciones en la diferenciacién
funcional de las glandulas uterinas, mediadas por exposiciones tempranas a
quimicos estrogénicos como el BPA, podrian estar estrechamente asociadas con
patologias reproductivas y cancer en mujeres, cuya incidencia se ha incrementado

notablemente en las ultimas décadas (Caserta y col., 2014; Rochefort 2013).
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2. La exposicion perinatal a BPA altera la respuesta uterina al
tratamiento con E2 en ratas adultas

En trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion se ha demostrado
que la exposicion a xenoestrogenos en momentos tempranos del desarrollo altera
la respuesta del Gtero frente a un tratamiento con esteroides ovaricos en la adultez
(Bosquiazzo y col., 2010; Bosquiazzo y col., 2013; Varayoud y col., 2008). En esta
segunda parte de la tesis, evaluamos la respuesta del utero de ratas de edad
avanzada perinatalmente expuestas a BPA, frente a un tratamiento crénico con E2

durante tres meses (grupos de DPN460-E2).

Las hembras de DPN460-E2 mostraron niveles circulantes de E2
equivalentes a las concentraciones fisiol6gicas reportadas para la fase del estro
del ciclo estral en ratas (Lu y col.,, 1979) independientemente del grupo
experimental. Esos valores séricos demuestran que la dosis de E2 administrada a
las ratas estuvo en el rango de valores fisioldgicos bajos y que no fueron
afectados por la exposiciéon a BPA. Por otro lado, el analisis de la histomorfologia
uterina de estas hembras mostré la presencia de alteraciones glandulares
similares a las descriptas en hembras de DPN360, las cuales, como se mencion6
en la seccién anterior, podrian ser parte del proceso normal de envejecimiento del
utero en ratas de edad avanzada. En estas hembras observamos también la
presencia de otros tipos morfolégicos de glandulas, las GGH y los conglomerados
de glandulas. Estos ultimos se ha propuesto que podrian desarrollarse a partir de
las GGH, que, en un estadio avanzado se separan formando conglomerados
(Guniny col., 2001).

En las hembras del grupo de BPA60+E2 aument6 la incidencia de glandulas
con anomalias celulares y la densidad de volumen de GME. El mecanismo de
formacion de metaplasias escamosas en el utero es desconocido; sin embargo,
este tipo de alteraciones han sido asociadas con diversas patologias ademas de

un endometrio senil, incluyendo endometritis crdnica, hiperplasia endometrial y
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carcinoma endometrial (Nicolae y col., 2011; Stefansson y col., 2006). Como se
describié en la secciéon anterior, las GME expresaron, y de manera anormal, el
marcador de diferenciacion epitelial basal p63. En esta parte del trabajo de tesis y
para analizar con mas detalle el patron de expresiéon de p63 en la GME,
estudiamos si la expresidén de esta molécula en el Gtero se producia a expensas
de alguna isoforma en particular. Para ello, evaluamos los niveles del ARNm de
las isoformas de p63 TA y AN, generadas a partir del uso de promotores
alternativos (descripto en la seccion 1.1 de la Introduccién de esta tesis) en las
hembras de todos los grupos experimentales. Poco se sabe acerca de las
funciones especificas de cada una de estas isoformas. Koster y col., (2004)
demostraron que TA es la primera isoforma de p63 que se expresa durante la
embriogénesis y que es requerida para la iniciacion de la estratificacion epitelial en
tejidos escamosos como la epidermis. En nuestro trabajo, la expresiéon del ARNm
de TA fue mayor en el grupo de BPA60+E2 que en el control+E2. Se ha
observado que la expresion ectopica de TA en un epitelio pulmonar simple in vivo
promueve la induccidon de metaplasias escamosas (Koster y col., 2004). Estos
resultados nos permiten sugerir que el aumento observado en la expresiéon de TA
en las ratas de BPA60+E2 podria estar asociado con la mayor densidad de GME
observada en las ratas de ese grupo experimental. A diferencia del grupo de
BPA60+E2, las ratas expuestas a BPA0.6+E2 presentaron menor expresion de
TA, que se correlaciond con una menor expresion de la proteina p63 en las GME.
En conjunto, lo anteriormente expuesto indica que si bien ambas isoformas de p63
se expresaron en el utero de las ratas de DPN460-E2, la isoforma TA seria la
principal responsable de la expresion alterada de p63 en el Utero de las hembras
expuestas a BPA+E2. Las GME también presentaron una disminucion en la
expresion de Wnt7a y RP en comparacién con las glandulas normales,
demostrando que el desarrollo de este tipo glandular en el Utero esta asociado con
alteraciones en la expresién de genes sensibles a Eg. En el mismo sentido, Kurita
y Nakamura (2008) demostraron que Wnt7a es un importante gen diana de los Eg
que cumple un rol esencial en el mantenimiento del fenotipo epitelial uterino en

respuesta a Eg. Interesantemente, las GME de las ratas de BPA60+E2 mostraron
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aun menor expresion de Wnt7a que las GME del grupo control+E2. Esta
perturbacién de Wnt7a mediada por exposicién a BPA podria ser responsable del
incremento de GME observado en el Utero de las hembras del grupo de
BPA60+E2. Varios autores han demostrado que la exposicion neonatal a DES
suprime la expresion de Wnt7a en las células epiteliales de ratones durante los
primeros dias después del nacimiento (Ma 2009; Mericskay y col., 2004; Miller y
col., 1998a). También se ha observado que una desregulacién de Wnt7a durante
el periodo perinatal conduce a la desorganizacion global del epitelio uterino que se
diferencia en un epitelio estratificado escamoso, y a alteraciones en la formacién
de glandulas (Kurita 2011; Miller y col., 1998a). Por otra parte, Jeong y col., (2009)
demostraron que el knockout condicional de B-catenina en el Utero de ratones
adultos indujo el desarrollo de un epitelio escamoso, indicando que la activacion
de la via de sefalizacién Wnt/B-catenina es necesaria para el mantenimiento del
fenotipo epitelial normal del Gtero. En este trabajo, cuando evaluamos la expresion
protéica de [-catenina en los distintos tipos de glandulas, no encontramos
diferencias entre los grupos experimentales, y ademas observamos que en todos
los animales, la inmunomarcacion de [(-catenina se encontrd localizada en la
membrana y el citoplasma de las células glandulares, pero no en el nucleo,

sugiriendo que la via canénica Wnt/B-catenina estaria inactiva en esas células.

En las hembras del grupo tratado con BPA0.6+E2 se observd un aumento
significativo en la incidencia de GGH. Este tipo morfolégico de glandulas uterinas
ha sido previamente considerado como una alteracion uterina pre-neoplasica
(Gunin y col.,, 2001). Es interesante remarcar que estas GGH no fueron
observadas en las hembras de DPN360, raz6n por la cual decidimos investigar si
su desarrollo era inducido por el tratamiento con E2, la edad de las hembras (ya
que en este experimento los animales tenian 100 dias mas al momento del
sacrificio que los de DPN360), o por una combinacién de ambos. Los resultados
de los experimentos complementarios que se llevaron a cabo para responder a
esta incognita (cuyo disefio experimental se explicé en la seccion 1.2 de M&M),
demostraron que las hembras jovenes tratadas con E2 durante tres meses
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(DPN190-E2) no presentaron GGH ni conglomerados de glandulas. No obstante,
el andlisis de la histologia de las hembras adultas (DPN460) sin ningun
tratamiento, mostré la presencia de GGH con una incidencia similar a las del grupo
control+E2. Asi, estos resultados indican que este tipo de glandulas aparecen
normalmente en animales adultos de edad avanzada en presencia de estrogenos
exégenos o enddgenos. Sin embargo, su mayor incidencia en hembras expuestas
a BPAO0.6+E2 sugiere que, al igual que como se discutié para las GME en
BPA60+E2, la exposicion perinatal a BPA aumentaria la susceptibilidad a
desarrollar este tipo de alteraciones en la vejez. Poco se conoce acerca de los
mecanismos implicados en la formacién de GGH. Gunin y col., (2001) postularon
que cuando las mitosis de las células glandulares se producen de manera
perpendicular a la membrana basal de la glandula, pueden inducir la formacién de
GGH. Ademas, estos autores sugirieron que las alteraciones en la orientacién de
las mitosis estan correlacionadas con cambios precancerosos inducidos por E2.
Sin embargo, el mecanismo por el cual el E2 podria influenciar la orientacion de
las mitosis es desconocido. Miembros de las vias de sefalizacién no canonicas de
Wnt podrian estar implicados, teniendo en cuenta su participacion en el
establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular durante el periodo de
desarrollo del tracto reproductivo (Vandenberg y Sassoon 2009). En nuestro
trabajo, si bien encontramos un aumento de la incidencia de GGH en las ratas
expuestas a BPAO0.6+E2, el mecanismo de su formacion sigue siendo
desconocido.

Como se ha mencionado anteriormente en esta tesis, numerosos procesos
de diferenciacién epitelial uterina regulados por las hormonas sexuales son
mediados por sus receptores localizados en el estroma (Cunha y col., 2004).
Varios autores han propuesto que patrones alterados de expresion de estos
receptores hormonales en el Utero, desempefian un rol importante en la etiologia
de graves alteraciones patoldgicas del endometrio, incluyendo hiperplasia
endometrial y cancer (Hapangama y col., 2015; Jarzabek y col., 2013). En este
trabajo demostramos que la expresion de RP disminuy6 en las células del estroma
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uterino de ambos grupos tratados con BPA+E2. Ademas, se observé una
disminucién en la expresién de REa en las hembras del grupo de BPA60+E2, que
se correlacion6 con una caida en los niveles relativos del ARNm de REa. En
algunos casos de mujeres con alteraciones endometriales neoplasicas, se ha
observado que el aumento en el grado de malignidad de ciertos tipos de cancer
endometrial se ha correlacionado con menores niveles de RE (Sivridis y col.,
2001). Posiblemente, la disminucién de los niveles de REa en las ratas expuestas
a BPA60+EZ2, lleve a una desregulacién en el control adecuado de la expresion de

genes diana del E2, tales como el Wnt7a en las GME.

Un posible mecanismo mediador de la perturbacién provocada por la
exposicién a BPA sobre la expresién de REa, podria ser la utilizacién diferencial
de las secuencias promotoras del gen que lo codifica. Nuestros resultados
demostraron que ratas del grupo de BPA60+E2 presentaron una disminucién en la
abundancia relativa de los transcriptos con exones & alternativos REa-O y REa-
OT. El uso selectivo de promotores del REa mediado por exposicion a BPA ha
sido previamente demostrado en el cerebro de ratas hembra neonatalmente
expuestas a dosis de BPA similares a las estudiadas aqui (Monje y col., 2007).
Ademas, reportes previos demuestran que la actividad diferencial de estos
promotores es un mecanismo de regulacién clave en la expresion tejido-
dependiente del REa (Donaghue y col., 1999; Hughes 2006; Kato y col., 1998), y
que el splicing alternativo del ARNm del REa puede ser diferencialmente regulado
por distintas dosis de Eg (Varayoud y col., 2005). Los resultados presentados
aqui, sugieren que los promotores REa-O y REa-OT son importantes en el control
de la transcripcion del gen de REa en el utero de hembras adultas en respuesta a
E2, y pueden ser perturbados por exposiciones tempranas a BPA. Asi, el uso
selectivo de promotores y el splicing alternativo del ARNm son mecanismos Eg-
dependientes de variabilidad en la regulacién del gen de REa, que complejizan
aun mas el estudio de los efectos a nivel molecular de compuestos con actividad
estrogénica.
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Ademas de los cambios observados en la expresién de REaq, otras moléculas
reguladoras claves de las acciones de los Eg, podrian estar asociadas con las
alteraciones observadas en animales expuestos a BPA+E2. Como se ha
mencionado en la introduccion de esta tesis (seccién 2.4.1), los coreguladores de
la accion de receptores hormonales colaboran en regiones reguladoras de genes
diana de estos receptores para potenciar o inhibir la transcripcion génica
hormonodependiente (Hall y McDonnell 2005). En este trabajo encontramos una
disminucién en la expresién de las proteinas coactivadoras SRC1 y SRCS3 en el
estroma de las ratas expuestas a ambas dosis de BPA+E2. Este resultado sugiere
una interrupcion en la activacion transcripcional de genes diana del E2 mediada
por la exposicién perinatal a BPA. En el mismo sentido, reportes previos han
demostrado que estas y otras proteinas coreguladoras de la accién de los
receptores, son moléculas diana de perturbacion endocrina mediada por BPA en
distintos modelos animales (Bosquiazzo y col., 2010; Salian-Mehta y col., 2014;
Varayoud y col., 2008).

Posteriormente en este trabajo decidimos estudiar la expresion del IGF-1y su
receptor IGF-IR, como posibles mediadores paracrinos de la respuesta alterada
del utero de las hembras expuestas a BPA+E2. En los roedores, el E2 induce
proliferacion de las células epiteliales actuando a través de REa localizado en el
estroma, el cual estimula la secrecién de factores de crecimiento tales como el
IGF-1, que actuan de manera paracrina sobre el IGF-IR localizado en el epitelio
(Sato y col., 2002). En un estudio previo se demostrd que ratones expuestos a E2
durante el periodo perinatal desarrollan hiperplasia endometrial vinculada con
desregulaciones en vias de sefalizacion que involucran al IGF-I y al IGF-IR
(McCampbell y col., 2008). Ademas, ratones knockout para el gen del IGF-I
carecen de la respuesta mitogénica del epitelio uterino frente al estimulo de los Eg
(Sato y col., 2002). Aqui, observamos que las hembras expuestas a BPA0.6+E2
presentaron una disminucién en la expresién del ARNm del IGF-1 y del IGF-IR.
Esto sugiere que la desregulacién en la via de sefalizacion del IGF-I podria estar
asociada con el aumento en la frecuencia de aparicion de GGH observadas en las
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ratas de BPA0.6+E2. Sin embargo, no podemos descartar que otros mecanismos
no asociados al IGF-I puedan favorecer la formacién de GGH en este grupo

experimental.

Los mecanismos de regulacién epigenética representan uno de los objetivos
mas plausibles a través de los cuales los compuestos estrogénicos ambientales
tales como el BPA podrian ejercer sus efectos (Cruz y col., 2014; Kundakovic y
Champagne 2011). En el presente trabajo demostramos cambios en enzimas
claves que participan en mecanismos de regulacion epigenética, en ratas
expuestas a BPA+E2. Especificamente, la expresion de las enzimas encargadas
de la metilacion del ADN, Dnmt3a y Dnmt3b, se increment6 en el grupo de
BPA60+E2 mientras que la expresion de enzimas involucradas en la acetilacion y
metilacion de histonas, Hdac-1 y EZH-2 respectivamente, fue mayor en el grupo
de BPAO.6+E2. Diversos estudios en roedores han demostrado que el BPA puede
actuar por diferentes mecanismos epigenéticos en varios 6rganos incluyendo el
utero (Bromer y col., 2010; Doherty y col., 2010; Doshi y col., 2011; Kundakovic y
Champagne 2011). Sin embargo, se necesitan mas estudios para dilucidar si las
alteraciones observadas en las enzimas encargadas de modificaciones
epigenéticas en los grupos de BPA+E2 son responsables de los cambios que
observamos en moléculas coactivadoras de los receptores hormonales, y/o en
genes diana del E2 especificos como el REq, el RP, el IGF-I o miembros de la

familia de los Wnt.

En resumen, en esta segunda parte del trabajo de tesis demostramos que la
exposicién perinatal a bajas dosis de BPA es capaz de alterar la respuesta uterina
al tratamiento con E2 en ratas adultas de edad avanzada. Esto fue evidenciado
por alteraciones en las glandulas uterinas, tanto en la histomorfologia como en la
expresion de proteinas implicadas en la diferenciacién funcional como el Wnt7a; y
en la expresion de los receptores hormonales REa y RP en el estroma uterino.
Ademas, otras moléculas reguladoras claves como los coactivadores de la accion

de los receptores hormonales SRC1 y SRC3 se encontraron alterados por
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exposicion a BPA, pudiendo también estar implicados en la desregulacion de la
expresion de genes diana de las hormonas. Los cambios en la expresién de
moléculas como el IGF-I y el IGF-IR podrian ser responsables de alteraciones en
las comunicaciones estroma-epitelio mediadas por E2 en animales expuestos a
BPA. Por ultimo, las alteraciones encontradas en la expresién de enzimas
responsables de modificaciones epigenéticas como metilacion de ADN vy
metilacion/acetilacién de histonas podrian estar implicadas en los mecanismos de
accion del BPA en el utero de los animales expuestos. En conjunto estos
resultados alertan acerca de la posible relacién entre el aumento de patologias
dependientes de hormonas en mujeres adultas y la funcién uterina alterada debido
a exposiciones tempranas a BPA.

Es interesante observar que cada dosis de BPA utilizada en este trabajo se
asocio con diferentes efectos en el utero, ya sea en cuanto a la incidencia de
determinadas alteraciones glandulares como a nivel de la expresion génica. De
esta manera, podemos decir que el BPA estaria actuando mediante diferentes
mecanismos moleculares en funcién de la dosis administrada perinatalmente. Este
tipo de comportamiento dosis-dependiente ha sido reportado previamente en
modelos de exposicidon a BPA (Monje y col., 2007; Newbold y col., 2007, 2009).

3. La exposicion in vitro a 10° M de BPA produce respuesta
estrogénica sobre la proliferacion de estructuras glandulares en
cultivos en 3D

Como se reportd en el Capitulo Il de esta tesis, durante una capacitacion en
Espana realicé un estudio piloto para optimizar una metodologia de exposicion in
vitro a BPA sobre cultivos en 3D de células epiteliales endometriales de ratones.
El andlisis de los cultivos en 3D expuestos a BPA mostré inicialmente una
reduccion en el perimetro de las estructuras glandulares formadas en los cultivos
expuestos a 10° y 10® M de BPA. Sin embargo, a lo largo del tratamiento estas

estructuras progresivamente alcanzaron el tamano normal observado en los
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controles y luego, al final del tratamiento se observé un incremento significativo en
el perimetro glandular de los cultivos expuestos a 10° M de BPA. Los resultados
obtenidos en este experimento resultan muy interesantes si se los compara con
los anteriormente reportados por Eritja y col., (2013). En su trabajo, esta autora
observé el mismo patron de respuesta en cultivos de células epiteliales
endometriales que habian sido crénicamente expuestas a E2 en las dosis de 108y
107 M. Esto sugiere fuertemente que el BPA administrado in vitro en la dosis de
10° M produce una respuesta estrogénica sobre la proliferacién de las estructuras
glandulares en cultivos en 3D, comparable a la producida por exposicion a E2,
indicando que esa dosis podria ser empleada para evaluar perturbacion endocrina
mediada por BPA in vitro en este tipo de cultivos. Ademas es interesante resaltar
que las dosis de BPA testeadas en este experimento, son consideradas dosis
bajas de exposicién in vitro (Yang y col., 2013). Esto es un punto muy importante
para tener en cuenta en experimentos en los que se pretendan estudiar
comparativamente los mecanismos de accién implicados en alteraciones
observadas in vivo con dosis bajas de exposicién a este xenoestrégeno, tal como

las que han sido reportadas en esta tesis.

Cabe destacar ademas, que esta metodologia de cultivo en 3D permite
“‘imitar” el fenotipo normal de las células epiteliales in vivo y provee el
microambiente adecuado para investigar los efectos del BPA en células epiteliales
sin interferencias de factores paracrinos derivados del estroma. Ademas, este
sistema posee importantes innovaciones que proporcionan mejoras con respecto a
otros modelos de cultivos in vitro existentes. La mayoria de cultivos en 3D se
construyen utilizando lineas celulares inmortales tales como MDCK o células
MCF-10. En este sentido, el cultivo primario normal de células epiteliales no
inmortalizadas constituye una importante ventaja a la hora de estudiar el efecto de
drogas o compuestos con actividad hormonal en procesos de diferenciacién
epitelial y glandular, superando los posibles efectos no deseados derivados de la
linea celular (Eritja y col., 2010). Por otra parte, la elevada disponibilidad de
células de roedores ofrece la oportunidad de examinar los efectos de diferentes
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modelos animales en eventos como la formacién de las glandulas uterinas vy el
mantenimiento de la estructura glandular. Estas caracteristicas hacen de ésta, una
metodologia de eleccion para abordar estudios en los que se pretenda estudiar el
efecto directo del BPA u otros PE sobre las células epiteliales del Gtero, evitando

la interferencia de moléculas derivadas del estroma.

En conclusioén, los resultados presentados en este trabajo demuestran que la
exposicién perinatal a BPA provoca alteraciones sobre el Utero, que se manifiestan
a lo largo de la vida reproductiva y frente a un tratamiento crénico con E2 en la
adultez. Ademas, muchos de los efectos de la exposicién a BPA observados en
este trabajo demostraron ser dosis-dependientes y algunos de ellos fueron
exclusivamente observados en las hembras expuestas a la dosis mas baja
utilizada en este estudio (BPA0.6), como ser el aumento en la incidencia de GGH,
consideradas previamente como alteraciones pre-neoplasicas. A pesar de que la
EPA de EEUU y la Comision Europea establecieron una dosis de 50 pg/kg/dia
como “dosis segura” e “ingesta diaria tolerable”, respectivamente; los resultados
presentados en esta tesis, asi como otros ya reportados por nuestro grupo de
laboratorio empleando dosis bajas de BPA (Altamirano y col., 2015; Bosquiazzo y
col., 2010; Kass y col., 2012; Monje y col., 2007; Monje y col., 2009; Ramos y col.,
2001; Varayoud y col., 2008; Varayoud y col., 2014) indicarian que es necesario
realizar un replanteo con relacion a las dosis consideradas “seguras” de este

compuesto.
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Estos resultados son inquietantes en lo que respecta a la salud publica, ya
que en el transcurso de esta tesis confirmamos que la exposicién a dosis bajas de
un compuesto ambiental hormonalmente activo durante las etapas tempranas del
desarrollo, afecta la diferenciacion del Utero con consecuencias negativas a largo
plazo durante la vida adulta, que podrian afectar el desempefio reproductivo. Esto
es particularmente importante ya que, como se demostré aqui, muchos de los
efectos provocados por distintos PE permanecen silentes durante largos periodos,
activandose frente a estimulos endocrinos como la pubertad, la madurez sexual, la

gestacion, o el tratamiento con hormonas.

Por ultimo, pensamos que es necesario generar conciencia acerca de las
consecuencias adversas de la exposicion a compuestos con actividad hormonal
sobre la poblacion actual y las generaciones venideras. El desarrollo de politicas
sanitarias y de prevencién en el tema de los PE es una necesidad ineludible.
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"Es larga la carretera cuando uno mira atrds. Vas cruzando las fronteras sin
darte cuenta quizds...”
Sui Generis




Conclusiones

Finalizando el desarrollo de este trabajo de tesis y luego de presentados los

resultados podemos elaborar un resumen de los mismos y las siguientes

conclusiones:

1. La exposicidon perinatal a BPA afecta la diferenciacion funcional uterina en ratas

adultas durante la vida reproductiva, destacandose las siguientes caracteristicas:

a) en hembras adultas jévenes (DPN90):

v

v

Ambas dosis de BPA provocaron una disminucién en la tasa de
proliferacion celular de las glandulas uterinas.

La expresién de a-SMA en las células del estroma que rodean el epitelio
glandular se encontré disminuida en hembras expuestas a BPA60.

b) en hembras adultas (DPN360):

v

Ambas dosis de BPA provocaron un aumento en la incidencia de
alteraciones en el epitelio luminal, tales como regiones epiteliales con
células anormales y/o disposicion atipica, y zonas con una reduccién de la
altura epitelial.

La incidencia de glandulas con anomalias celulares (caracterizadas por
poseer células cilindricas, relacibn nucleo/citoplasma baja, bordes
citoplasméaticos pocos definidos, nucleos con la cromatina dispersa y/o
disposicién atipica de las células) se increment6 en hembras expuestas a
BPAGO.

2. La exposicion perinatal a BPA altera la respuesta uterina al tratamiento con E2

en ratas adultas. Se demostraron las siguientes caracteristicas:

v

v

En hembras expuestas a BPA60+E2 aumenté la incidencia de glandulas
con anomalias celulares y también la densidad de GME. En todos los
grupos experimentales, este tipo glandular se caracterizé por presentar
expresidon anormal de p63, y menor expresibn de Wnt7a y RP en
comparacién con las glandulas normales.

Las GME del grupo de BPA60+E2 mostraron menor expresion de Wnt7a
que las GME del control+E2.
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En hembras expuestas a BPA0.6+E2 aumenté la incidencia de GGH.

La expresion de la isoforma TA de p63 aumenté en BPAG60+E2, en
correlacibn con el aumento de densidad de GME en este grupo
experimental.

Ambas dosis de BPA provocaron una disminucién en la expresion de RP en
el estroma uterino.

La expresiéon de REa en el estroma uterino fue menor en BPA60+E2. Esta
disminucién fue a expensas de la caida en los niveles de transcriptos con
exones 5 no traducibles REa-O y REa-OT.

Ambas dosis de BPA provocaron una disminucion en la expresion de los
coactivadores de la accién de receptores hormonales SRC1 y SRC3 en el
estroma uterino.

La exposicion a BPA0.6+E2 disminuy6 la expresion del ARNm de IGF-1 e
IGF-IR.

La expresion de enzimas encargadas de la metilacion del ADN, Dnmt3a y
Dnmt3b, fue mayor en BPA60+E2.

La expresion de enzimas encargadas de la deacetilacion y metilacion de
histonas, Hdac-1 y EZH-2 respectivamente, fue mayor en las hembras de
BPAO.6+E2.

Los efectos producidos por la exposicion perinatal a BPA fueron diferentes

segun la dosis estudiada.

3. La exposicién in vitro a 10° M de BPA produce respuesta estrogénica sobre la

proliferacion de estructuras glandulares formadas en los cultivos en 3D de células

epiteliales endometriales. Esto fue evidenciado por un patrén de respuesta de los

cultivos expuestos a BPA comparable al patron observado frente a un tratamiento

cronico con E2 en dosis comparables, el cual se caracterizdé por una disminucion

inicial en la proliferaciébn y el perimetro de las estructuras glandulares, que

progresivamente se increment6 a lo largo del tratamiento hasta lograr un aumento

significativo al final del tratamiento.
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Los resultados obtenidos en esta tesis intentan contribuir al conocimiento de
los efectos de exposiciones a bajas concentraciones de un xenoestrégeno
ampliamente difundido en el medioambiente como lo es el BPA, durante periodos
de desarrollo perinatal altamente susceptibles. Estos resultados deberian servir
para acrecentar la alerta sobre las consecuencias nocivas de los contaminantes
quimicos a los que a diario estamos expuestos. Ademas contribuyen en la toma de
conciencia para promover la legislacibn de normas que reduzcan o eviten
totalmente la exposicion a compuestos quimicos con actividad hormonal
comprobada, y que son capaces de afectar la salud reproductiva de animales

silvestres y de la poblacion humana.
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