Instituto de
Fisiologia

Benemeérita Universidad Autbnoma de Puebla
Instituto de Fisiologia
Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y el Control Motor.

Tesis para obtener el grado de:

Maestro en Ciencias Fisiologicas

Efectos del Bisfenol A sobre la conducta materna y el neurodesarrollo
temprano en las ratas de alto y bajo bostezo.

Presenta: Norman Lima Serrano

Directores de Tesis: Dr. José Ramoén Eguibar Cuenca

Dra. Ma. del Carmen Cortés Sanchez.

Mayo 2024




Agradecimientos.

Al Dr. José Ramon Eguibar Cuenca y a la Dra. Ma. del Carmen Cortés Sanchez
por el tiempo y apoyo otorgados para la realizacion de este trabajo de tesis.

Ala M. en C. Araceli Ugarte por la ayuda y apoyo otorgados.

Agradezco al Consejo Nacional de Humanidades Ciencias y Tecnologias
(CONAHCYT) por la beca con numero 1173475 otorgada para la realizaciéon de
mis estudios de Maestria en Ciencias Fisiolégicas, PNPC-CONAHCYT.

A los proyectos de investigacion financiado por PRONACES-CONACYT No.
194171, por VIEP-BUAP 2021-2022 al Cuerpo Académico en Neuroendocrinologia
2023 (BUAP-CA-288).

A el Dr. Jorge Morales Montor del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

La Dra. Ana Karen Nava del Instituto de Ciencias de la Atmosfera de Cambio
Climéatico de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

2|58



Resumen.

El Bisfenol A (BPA), un xenoestrégeno sintético con accion endocrino-disruptiva es
uno de los mayores contaminantes proveniente de productos plasticos
desechables debido a su capacidad de transferencia a los alimentos y al aire por
medio de aerosoles y el contacto; se ha reportado que existe una exposicion de 25
ng/kg/dia, hasta una concentracion de 50 ug/kg/dia. La exposicion continua con el
BPA se ha relacionado con una mayor prevalencia de alteraciones corporales y
enfermedades tales como, cambios en la distancia anogenital en humanos y
animales experimentales; la aparicion de desérdenes mentales y reproductivos,
diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares y respiratorias, asi como
cancer. Se ha destacado que la exposicion al BPA en etapas tempranas del
desarrollo, como los periodos de gestacién y lactancia aumentan el riesgo de
alteraciones y enfermedades a corto y largo plazo por modificaciones
neuroendocrinas que alteran la conducta materna en humanos y modelos
animales, asi como el subsecuente desarrollo de las crias.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la administracion de BPA en
las ratas de alto y bajo bostezo, un modelo animal que difiere en su capacidad de
respuesta al estrés. Se emplearon ratas hembra gestantes de 3 meses de edad;
recibieron 3 meses de edad a las que se les administré 250 ug/Kg/dia de BPA
diluido en una concentracién 0.05% de alcohol etilico en agua purificada durante
42 + 2 dias, se evalué la conducta materna durante los dias 1, 3, 5, 7y 9 DPN,
enfocdndose en los tiempos de amamantamiento de alta y baja intensidad, los
tiempo de lamido corporal y genital, ademas de los tiempos de acarreamiento,
durante el dia 7 DPN se realizaron pruebas para evaluar el neurodesarrollo a las
crias, dichas pruebas fueron la prueba de enderezamiento, la prueba de evitacion
de bordes y la prueba de geotaxia negativa.

Se observaron cambios en los tiempos de las ratas tratadas con BPA en
comparacion a las ratas control en las pruebas de neurodesarrollo, principalmente
en las pruebas de geotaxia negativa donde hubo un aumento significativo en las
hembras de bajo bostezo y en los machos de alto bostezo, en la prueba de
enderezamiento se observé un aumento significativo en las ratas de bajo bostezo,
aungue, es importante notar que en general tienen menores tiempos de respuesta
las ratas de alto bostezo en comparaciéon a las de bajo bostezo. Para los tiempos
de amamantamiento de alta y baja intensidad no se observaron cambios
significativos, por ultimo, se observd una diferencia significativa en el tiempo de
lamido corporal tardio de las ratas de alto bostezo en comparacion al control. Las
ratas de bajo bostezo mostraron un mejor despliegue de la conducta materna
ademas de ser las mas afectadas por el BPA, por alteracion del sistema
dopaminérgico, del nucleo accumbens y el area predptica media; las crias
mostraron alteraciones en la prueba de enderezamiento y de geotaxia negativa
por alteraciones vestibulares y/o musculoesqueléticas.
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[. Introduccién.

El Bisfenol A (BPA) se ha estudiado desde 1936, es uno de los quimicos de mayor
uso a nivel mundial, con una produccién de 7.7 millones de toneladas métricas en
el aflo 2015. Las primeras preocupaciones del uso del BPA se deben a su
capacidad endocrina disruptiva y a sus débiles propiedades estrogénicas, a partir
del estudio en ratas hembra donde indujo la cornificacion del epitelio vaginal
(Shoei-Lung y cols., 2012; Sonavane y cols., 2019; Vendenberg y cols., 2020).

El BPA es un xenoestrégeno sintético usado en la produccion de contenedores
plasticos de policarbonato, como las botellas para bebés, tubos de uso médico,
juguetes, las resinas epoxicas que recubren latas de comidas y bebidas; ademas
de ser utilizados para ablandar y aumentar la flexibilidad de los productos plasticos
de cloruro de polivinilo (PVC, de sus siglas del inglés); (Shoei-Lung y cols., 2012;
Sarria y cols., 2019).

A nivel ambiental se ha reportado con la encuesta geolégica de los Estados
Unidos de América concentraciones de BPA en vertederos de 6.4 mg/L; ademas
Japoén reporté que el BPA es el responsable del 84% de la actividad estrogénica
en vertederos (Vendenberg y cols., 2020).

Adicionalmente, se ha descrito que tiene la capacidad de filtrarse hacia los
productos alimenticios durante la manufactura quimica, el transporte y el
procesamiento, dada la alta demanda en los productos plasticos ha resultado en
una alta exposicion continua mediante la ingesta, inhalacion y absorcién (Shoei-
Lung y cols., 2012; Sonavane y cols., 2019; Sarria y cols., 2019; Vandeberg y
cols., 2007).

Desde 1999, se han realizado diversos estudios para valorar la acumulaciéon del
BPA en los tejidos y fluidos del ser humano, se han reportado concentraciones de
0.2 a 20 ng/mL en el suero humano, en el fluido amnidtico se reporté una
concentracion de 8.3 ng/mL a los 4 a 5 meses de gestacion (Vandeberg y cols.,
2007). En otros estudios se ha reportado un promedio de 11.2 ng/g en el tejido

placentario, por otra parte, en la leche materna se ha reportado una concentraciéon
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de 0.28 a 0.97 ng/mL, en un estudio realizado con 23 mujeres sanas (Vandeberg y
cols., 2007).

A partir del biomonitoreo de la exposicion del BPA en poblaciones de Estados
Unidos de América (EUA), se determind un consumo diario de 25 ng/Kg/dia,
siendo hasta una concentracién de 50 pg/Kg/dia considerado como no dafiino por
la Administracion de Drogas y Alimentos de EUA (FDA, de sus siglas en inglés)
asi como de la Agencia de Proteccion al Medio Ambiente de EUA (EPA, de sus
siglas en inglés). En diversos estudios reportan que la exposicion a dichas
concentraciones 0 menores en humanos y animales experimentales durante los
periodos de gestacién y lactancia generan efectos adversos para la salud del

individuo (Sonavane y cols., 2019).

Dentro de los resultados reportados estan defectos al nacimiento como cambios
en la distancia anogenital en humanos y en animales experimentales; la aparicion
de desérdenes mentales y reproductivos, diabetes, obesidad, enfermedades
cardiovasculares y respiratorias, asi como cancer (Sonavane y cols., 2019;

Vendenberg y cols., 2020).

En estudios realizados en México, se han reportado concentraciones urinarias de
BPA en mujeres gestantes similares a lo reportado en los Estados Unidos de
América, lo que se acentla en mujeres de bajos ingresos (Mandel y cols., 2019).
El BPA en México estd presente en botellas para bebé y contenedores para
alimentos que se calientan o cocinan en microondas. Sin embargo, la Comision
Federal para la Protecciéon Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) no ha tenido

ningun impacto en la regulacion de la exposicion al BPA (Mandel y cols., 2019).

Se debe destacar que a nivel nacional existe una falta de estudios, algunos de los
analizados para este trabajo de tesis carecen de técnicas analiticas adecuadas
gue den certeza acerca de los resultados obtenidos; lo que aunado a poca o nula
educacion sanitaria con respecto al uso y problemas del BPA en la poblacion, ha
dificultado la regulacion de su uso en México; dado los efectos disruptivos
endocrinos del BPA es relevante tener una politica acerca de su uso (Mandel y

cols., 2019).
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[l. El Bisfenol A.

Compuesto de dos anillos de benceno y dos sustituyentes (4,4)-OH, que les
permiten la unién a receptores a estrogeno alfa y beta, esto les confiere una
actividad agonista nuclear a los receptores a estrogeno (RE); asi como a los
receptores membranales, aunado a esto cuenta con actividad antagonista para el

receptor para hormonas tiroideas (Vendenberg y cols., 2020; Sarria y cols., 2019).

La metabolizacion del BPA genera tres metabolitos principales, el BPA-
glucoronido, el BPA-sulfato y por ultimo el metabolito (4-metil-2,4,bis (4-
hidroxifenil) pent-1-ene) o mejor conocido como MBP (de sus siglas del inglés),
siendo este ultimo el de mayor relevancia bioldgica por su alta capacidad de

interaccidn con los RE (Vendenberg y cols., 2020).

CHs

CHs

Figura 1. Estructura quimica del Bisfenol A
(Modificado de Sarriay cols., 2019)

Debido al gran nimero de vias de sefializacion que son afectadas por el BPA, este
es considerado como un disruptor endocrino de alta importancia para los estudios
de este contaminante y de sus efectos biolégicos (Vendenberg y cols., 2020;

Sarria y cols., 2019).

En un estudio el BPA mostr6 que altera la respuesta tisular a estrogenos, la
progesterona, a los andrégenos y a la oxitocina, genera un aumento de la
actividad de la enzima aromatasa y por ende de estradiol (Vendenberg y cols.
2020). Se ha mostrado también un aumento en la transcripcion de receptores
prostaticos andrégenos en tejido fetal de ratones aumentando su sensibilidad
(Vendenberg y cols., 2020). EI MBP se ha reportado con alta capacidad de union a
la globulina de unién a las hormonas sexuales, alterando la concentracién de

androgenos y estrogenos en sangre (Vendenberg y cols., 2020).
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Con base a estos hallazgos se ha estudiado la exposicion a diferentes
concentraciones de BPA en animales experimentales desde ng/Kg/dia hasta los
ug/Kg/dia, reportando alteraciones en diversas estructuras como la prostata,
alteraciones en la diferenciacion de espermatogonias en la etapa fetal, las
glandulas mamarias, el epitelio uterino, asi como en los ovarios; lo que genera
alteraciones en la vida reproductiva a concentraciones de 25 ng/Kg/dia y mayores,
reportando una disminucién en la fertilidad y de la fecundidad en ratones
(Vendenberg y cols., 2020).

Con respecto a diversas estructuras cerebrales se ha mostrado que en bajas dosis
la administracion de BPA en ratas y monos inhibe la estimulacion estrogénica en
el hipocampo y la corteza prefrontal, asociado a alteraciones de la memoria.
Efectos estrogénicos agonistas y antagonistas han sido reportados en células
pituitarias de ratas a concentraciones de 2.3 fg/mL (Vendenberg y cols., 2020).

Evaluaciones a ratas expuestas a BPA en el periodo perinatal han mostrado
afectaciones en la memoria, en las pruebas del laberinto acuatico de Morris y en el
reconocimiento de objetos. Por otra parte, se mostr6 un menor nimero de células
piramidales en la region CA1 del hipocampo junto a una menor expresion de los
receptores a estrogenos o (Wu y cols., 2020). Por otra parte, las administraciones
subcutaneas de BPA a una concentracion de 5y 50 mg/Kg en crias de 30, 45y 60
dias postnatales mostré un incremento en el peso corporal, retraso en la apertura
vaginal, parametro que marca el inicio de la pubertad en las hembras; ademas de
una disminucién en el peso relativo de los ovarios y un aumento del peso del
higado en comparaciéon con el grupo control (Ahsan y cols., 2018). Se ha
reportado que el nimero de ratas que logran tener un parto exitoso disminuye

conforme se incrementa la dosis de BPA administrada (Ahsan y cols., 2018).
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[1l. Conducta Materna.

El cuidado que es brindado a los organismos inmaduros antes del destete, por
miembros de su grupo social que permiten la supervivencia de los recién nacidos,

es llamado cuidado parental.

El cuidado especifico que es brindado por el padre biolégico se le conoce como
conducta paternal (CP), mientras que la conducta materna (CM) son los cuidados

especificos que son brindados por la madre biolégica (Melo y cols., 2023).

Biolégicamente, el cuidado brindado por la madre es el de mayor relevancia en los
mamiferos, siendo una conducta de alta conservacion entre las especies, que,
consiste en la expresion de diversas conductas al final de la gestaciéon, durante el
parto y después del parto para brindar nutrientes, calor y proteccion; asi como
estimulos tactiles, auditivos y olfativos (estimulos sociales) que permiten el
desarrollo metabdlico, afectivo, cognitivo, neuroendocrino, inmune, reproductivo,

social y conductual (Melo y cols., 2023).

Un aumento en el nivel de estrégeno, progesterona y prolactina prepara al cuerpo
de la madre para las subsecuentes conductas para el cuidado de las proximas
crias. De hecho, el inicio de la CM se da mediante un cambio en los niveles de
dichas hormonas, lo que implica cambios neurobiolégicos, neuroendocrinos y

neuroquimicos en la madre (Melo y cols., 2023).

Los intercambios sensoriales y sociales entre la madre y los recién nacidos dan
mantenimiento a la CM, permitiendo proveer de los cuidados necesarios y flexibles
que requieren las crias, dependiendo del tamafio de la camada, asi como la edad
de las crias. La conducta materna cambia con la edad de las crias de tal forma
gue a lo largo de los 21 dias tiene un pico en los cuidados que van disminuyendo

al paso de los dias (Melo y cols., 2023).
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i. Conducta materna en roedores.

Las conductas parentales en roedores se desarrollan como multiples patrones
motores estereotipados secuenciados, que se acompafian de la supresién de

otras actividades como son la alimentacion o la reproduccion (Yu y cols., 2020).

Durante los ultimos dias de la gestacion y durante el periodo de lactancia, las
madres tendran altos niveles de agresion en contra de intrusos, en orden de
defender el nido y a sus crias, tal nivel de agresion dependera del tamafio de la

camada y de la disponibilidad de agua y alimento (Yu y cols., 2020).

La aparicion y el mantenimiento de la CM es modulada por diversas sefales
externas e internas; siendo las ratas, roedores de actividad nocturna, la
identificacion y localizacion de las crias es principalmente a través de la via

olfatoria y auditiva (Yu y cols., 2020).

Para brindar una identidad Unica y poder localizar a las crias la madre usa los
aromas de la leche y de la orina como sefiales clave olfatorias; asi como sefales
auditivas a través de vocalizaciones ultrasonicas, emitidas por las crias ante la

ausencia de la madre o cuando estas estan apartadas del nido (Yuy cols., 2020).

Las crias son ademas fuente de sefiales somatosensoriales en forma de tacto,
vision y temperatura las cuales contribuyen al vinculo madre-cria. Dentro de las
conductas que se desarrollan a lo largo de la gestacion, el parto y el periodo de

lactancia en las ratas son las siguientes:

a) La construccion del nido. Es una conducta materna activa, la primera en
aparecer en el periodo preparto, se desarrolla mediante el acarreo del material
para el nido por parte de la madre, entre los materiales se usan papel, madera o
paja, para empujarla con sus patas o cuerpo en direccién a una esquina de la caja
materna; el nido generalmente se evalia midiendo la altura de las parades que lo

componen (Melo y cols., 2023).

b) La placentofagia. Durante el parto la madre lleva a cabo conductas de

limpieza, mediante el lamido corporal y anogenital de las crias, con lo que
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consume las membranas amnidticas, el liquido amnidtico, las placentas y los

cordones umbilicales de las crias (Melo y cols., 2023).

c) El agrupamiento de las crias. Este es un proceso activo que involucra el
acarreo de las crias hacia el nido o su cercania, es una actividad motivada por las
sefales sociales emitidas por las crias, donde la madre las redne usando su
hocico para asi poder posicionarlas en el nido, ademas ayuda a la
termorregulacion de la camada (Melo y cols., 2023).

d) El lamido corporal y anogenital de las crias. Esta conducta se distingue por
la activa participacion de la madre, la cual lame a las crias de la cabeza hacia el
tronco, para concluir en la zona anogenital, es observable por los amplios
movimientos que realiza la madre con el hocico, la lengua y las extremidades
anteriores. Durante el lamido de la zona genital se observa inmovilidad de las crias
y una apertura de las extremidades posteriores (Melo y cols., 2023). La madre
consume la orina al lamer, lo que reemplaza el agua y electrolitos perdidos
durante el amamantamiento. Esta conducta de lamido participa también en el
desarrollo de las crias, promoviendo la diferenciacion sexual que impactara en la

conducta sexual adulta de las crias (Melo y cols., 2023).

e) La conducta de lactancia o amamantamiento. Cuando la madre agrupa a las
crias dentro del nido, procede a colocarse sobre ellas, permitiendo a las crias la
bdsqueda de las mamas, una vez que una o dos crias comienzan a succionar de
ellas la madre toma una postura de amamantamiento en dorsiflexion,
eventualmente eleva la espalda, caracterizada por un arco pronunciado de la
espalda con las cuatro extremidades extendidas, esta posicion se conoce como
cifosis. Es durante el amamantamiento en esta posicion que se libera la mayor

cantidad de leche materna hacia las crias (Melo y cols., 2023).
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Figura 2. Esquematizacién de los principales componentes de la conducta materna en la rata. (A)
Acarreo. (B) Construccion del nido. (C) Lamido anogenital. (D) Lamido corporal y sobreposicién sobre las
crias. (E) Amamantamiento de baja intensidad. (F) Cifosis 0 amamantamiento de alta intensidad. (Modificada
de Meloy cols., 2023).

Es importante el mantenimiento y/o la calidad de los cuidados maternos ya que
pueden verse alterados por una gran variedad de estresores medioambientales,
como son la privacion del agua y la comida, cambios en la iluminacién, altas o
bajas temperaturas, un ambiente con presencia de ruidos intensos; lo que puede
llevar a una disminucion de las conductas maternas o incluso al infanticidio y el

canibalismo (Yu y cols., 2020).

ii. Areas cerebrales involucradas en la conducta materna.

Existen diversas areas cerebrales involucradas en la regulacion de la conducta
parental, dentro de las que podemos destacar el sistema olfatorio y el auditivo, el
hipotalamo, el area ventral tegmental (AVT), el nucleo acumbens (NAc), la
sustancia gris periacueductal (SGP), y la corteza prefrontal medial (CPm); (Yu y
cols., 2020).
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Todas estas regiones tienen un alto nivel de interconectividad, lo que permite el
procesamiento sensorial de las sefiales provenientes de las crias, su integracion y
regulacion de acuerdo al sexo del individuo, su estado fisiolégico y contextual, la
motivacion, la respuesta motora; asi como el control conductual para la ejecuciéon
de las conductas parentales, como son la construccion del nido, el acarreamiento
de las crias, los lamidos corporales y genitales, lo que favorecera el correcto

desarrollo de las crias (Yu y cols., 2020; Kohl y cols., 2016).

A continuacion, se realiza una breve descripcion de las principales estructuras

neurales involucradas en la conducta materna.

a) El epitelio olfatorio y el 6rgano vomeronasal (EO y OVN). Las sefales
olfatorias facilitan el inicio de los cuidados parentales, estas son censadas en los
roedores en células especializadas para el reconocimiento de los aromas en el EO
y OVN enviando la informacion hacia el bulbo olfatorio principal (BOP) y hacia el
bulbo olfatorio accesorio (BOA), respectivamente (Yu y cols., 2020; Kohl y cols.,
2016). La deteccién de sefiales por el OVN con procesamiento en la amigdala
medial y el nucleo del lecho de la estria terminal son esenciales para la agresion

materna (Kohl y cols., 2016).

b) La corteza auditiva. La deteccion de las vocalizaciones ultrasonicas emitidas
por las crias se da en la corteza auditiva derecha, aumentando la respuesta neural
después del parto, con una mayor correlacion sefial-sonido en ratas madres en

comparacioén con las respuestas de las ratas nuliparas (Yu y cols., 2020).

c) La amigdala medial (AM): Interconectada con el BOP y el BOA. La AM
procesa la informacion olfatoria recibida de estas estructuras, teniendo una alta
activacion en conjunto con el bulbo olfatorio accesorio en padres virgenes,
sugiriendo un papel a la aversién hacia las crias (Yu y cols., 2020). Se ha
mostrado que la estimulacion de neuronas GABAérgicas, en la division
posterodorsal de la amigdala medial promueve el aseo de las crias por parte de la
rata madre, en machos virgenes la misma estimulacion puede provocar un bajo
nivel de aseo a las crias y un alto nivel de infanticidio lo que soporta su rol en el

reconocimiento (Yuy cols., 2020).
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d) El area predptica medial (APM). Ubicada en la regién anterior del hipotalamo,
el APM es una de las regiones de mayor estudio en el control de la conducta
materna; la inhibicion de esta estructura farmacolégicamente o mediante lesion,
induce una inhibicion de amplio rango de los cuidados maternos en la rata,
principalmente los componentes motores de la conducta materna; por otra parte,
en ratas macho virgenes la activacion de esta region disminuye el nivel de
infanticidio (Yu y cols., 2020; Kohl y cols., 2016).

Es relevante que la informacion multisensorial tiene su lugar de integracion en el
APM, donde una correcta evaluacién del estado interno de las crias permite
desplegar las conductas apropiadas para su cuidado y por ende su supervivencia.
Asi las proyecciones al NAc, a través del campo retrorubral y el AVT median la
respuesta parental (Kohl y cols., 2016). Por otra parte, el APM es una regién
heterogénea de grandes poblaciones celulares con diferentes funciones que
actuan con diferentes sustancias como es la galanina, estas neuronas tienen una
alta actividad durante el despliegue de conductas maternas de contacto directo
como son el acarreo y el aseo de las crias, esto es, promueve el cuidado activo

hacia las crias (Yu y cols., 2020).

Se ha teorizado, que el control de los procesos involucrados en la conducta
materna se debe a distintas poblaciones neuronales con identidades moleculares
distintas. Wu y cols., (2020) han reportado que son las neuronas secretoras de
galanina en el APM las que mantienen el correcto despliegue de la conducta
materna (Kohl y cols., 2016). Ademas de que las neuronas con receptores a
estrogenos a en el APM, facilitan la aparicion del acarreo en las madres (Yu y
cols., 2020).
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Estimulos pro- Estimulos pro-

infanticidas

parentales

Corteza
auditiva

T L

Agresion dirigida

Componentes Motivacién

hacia las crias motores parental

Figura 3. Circuito neuronal de la conducta parental, estimulos pro-infanticidas o pro-parentales
dependiendo del estado interno del animal. En el lado izquierdo estan las areas involucradas en el
infanticidio. En el lado derecho las que promueven los cuidados parentales.

BOA, bulbo olfatorio accesorio; NPVA, nicleo periventricularanteroventral; NLET, ndcleo del lecho de la estria
terminal; HL, habernula lateral; AM, amigdala medial; EO, Epitelio olfatorio; APM, area predptica medial; NAc,
ndcleo accumbens; MGP, materia gris periacueductal; NPH, nlcleo paraventricular del hipotdlamo; CRR,
campo retrorubral; HVM, hipotdlamo ventromedial, OVN, érgano vomeronasal; AVT, area ventral tegmental.
Elaborado a partir de un esquema de (Modificado de Kohl y cols., 2016).
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e) El area ventral tegmental (AVT). Es la encargada de enviar aferencias
dopaminérgicas hacia el NAc, para la motivacion y el reforzamiento del
aprendizaje. Su inactivacion o las lesiones de este nucleo, asi como la
administracion de agonistas para la dopamina en el AVT, reduce el lamido y el
acarreo hacia las crias durante la lactancia (Yu y cols., 2020).

f) La materia gris periacueductal (MGP). Es la que transmite sefiales motoras
para el despliegue de las conductas maternas, siendo las neuronas galaninérgicas
del APM las que envian proyecciones hacia las neuronas GABAérgicas del a
MGP, lo que induce una disminucion de la agresividad hacia las crias en machos
virgenes, ademas de promover la limpieza y olfateo de las crias tanto en machos

como en las hembras (Yu y cols., 2020).

g) El nucleo paraventricular del hipotalamo (NPH). Lesiones en periodos
tempranos de la gestacién alteran la conducta materna, siendo el NPH, una
estructura encargada de la regulacion temprana de la conducta materna; pero no
de su mantenimiento a largo plazo, siendo la oxitocina un neuropéptido critico para

la regulacién de estos procesos (Yu y cols., 2020).

h) La corteza prefrontal medial (CPM). Es la encargada de las funciones
cognitivas de alto valor. Se ha mostrado un aumento en los niveles de oxigenacién
sanguinea en repuesta al inicio del amamantamiento. Ademas, se ha reportado
una disrupciéon de las conductas maternas por la administracion de tetrodotoxina
que inactiva esta area cerebral, o bien por lesiones citotéxicas en administraciones

en la corteza prefrontal medial (Yu y cols., 2020).

iii. Neurotransmisores involucrados en laregulacién de la conducta materna.

A continuacion, se describe sucintamente los principales sistemas de

neurotransmisores que participan en la conducta maternal.

a) La dopamina (DA). Esta involucrada en la induccion y mantenimiento de la
conducta materna. Se ha mostrado que la estimulacion de la DA a través del
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receptor D1 en el NAc inicia la conducta materna, mientras que la administracion
de antagonistas para este receptor en el AVT y el APM interfirié la aparicion de la
conducta materna (Bridges y cols., 2015). Con base en estas evidencias se ha
propuesto a la DA como un estimulante de los mecanismos de recompensa que
provienen desde las crias hacia la madre (Bridges y cols., 2015). En ratas con
alteraciones de la comunicacién dopaminérgica, la administracion de antagonistas
o de inhibidores enzimaticos interfirieron con la conducta materna como lo es la

placentofagia o el acarreo de las crias (Bridges y cols., 2015).

b) La norepinefrina (NE). En ovejas, el bloqueo de los receptores B adrenérgicos
en el bulbo olfatorio alter6 el reconocimiento olfatorio de las crias, ademas de que
la norepinefrina es un mayor estimulante durante el parto para la aparicion de la

placentofagia y el acarreo (Bridges y cols., 2015).

c) La serotonina (5-HT). Se ha mostrado que las lesiones en el nucleo de rafé
dorsal y en el rafé medio alteran las respuestas orientadas hacia las crias en el
periodo postparto y el desempefio durante el amamantamiento. La serotonina
tiene un rol regulador de la prolactina, ademas de que una disminucién en la
produccion de serotonina lleva a un pobre desempefio del cuidado materno
(Bridges y cols., 2015).

iv. Hormonas involucradas en la conducta materna.

El sistema endocrino regula y modifica la conducta de las madres durante la
gestacion, el parto y la lactancia mediante la liberacion de diversas hormonas;
alguno de los cambios mas significativos se da por un aumento en los niveles de
estradiol, la progesterona, la prolactina, asi como los lactbgenos placentarios
(Bridges y cols., 2015).

a) Los estrogenos. El 17B-estradiol (Ez2), la caida de progesterona y el incremento
de estrégenos postparto son lo que induce la conducta maternal. Una combinacion
de estradiol, progesterona y prolactina, inducen la conducta materna en mamiferos
a través de su unidn con el receptor a estrogeno alfa.
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Una busqueda del sitio de accion del estradiol demostré que la estimulacion
directa bilateral con estradiol diluido en implantes en el APM en ratas
ovariectomizadas y en ratas a las que se les interrumpi6 la gestacion, produjeron

respuestas de latencia corta hacia las crias (Bridges y cols., 2015).

b) La progesterona (P). Hormona esteroidea sintetizada en las hembras en los
cuerpos luteos o amarillos en los ovarios y en la gldndula adrenal en los varones,
es necesaria para el mantenimiento del embarazo, ya que el bloqueo especifico de
receptores a P genera abortos en humanos y en varios modelos animales (Arck y
cols. 2007).

Se ha propuesto un papel regulatorio de la progesterona, sensibilizando al cerebro
gestante hacia los estimulos de las crias durante el parto y controlando los
tiempos de aumento en la responsividad a través de los receptores nucleares Ay
B; siendo una mayor exposicion a la progesterona una forma de preparacion del
cerebro para dar inicio al cuidado de las crias una vez los niveles de esta
descienden durante el parto y el incremento concomitante de estradiol (Bridges y
cols., 2015; Arck y cols., 2007).

La busqueda de un sitio de accién de la progesterona esta aln en debate, aunque
estudios han sugerido que el area dorsal del APM puede ser el lugar para el papel
inicial de la progesterona durante la gestaciéon. Uno de los mecanismos de accién
propuestos es mediante factores de transcripcion nuclear dependientes de ligando
mediados por el receptor para la progesterona (Bridges y cols., 2015).

c) La prolactina (PRL) y los lactdgenos placentarios (LPs). La prolactina se ha
estudiado como una hormona de induccion para la conducta materna en la rata,
actuando a traves de los receptores para la prolactina en el plexo coroideo para su
transporte hacia el fluido cerebroespinal. En ratas gonadoctemizadas, la
estimulacién con PRL en el APM produjo un inicio rapido a las conductas
maternas. Los lactdgenos placentarios, se secretan de manera preponderante en
la segunda mitad de la etapa gestacional en las ratas, asi como en las mujeres;
poseen una accion conjunta con la prolactina y el estradiol en inducir las

conductas maternas (Bridges y cols., 2015).
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Tabla 1. Manipulaciones farmacoldgicas y génicas que modifican la conducta

parental.

Estrogeno APM Acarreo mejorado
Oxitocina Corteza auditiva Acarreo mejorado
Oxitocina APM, AVT Acarreo mejorado
Vasopresina Intracerebroventricular Acarreo mejorado
Prostaglandinas Intracerebroventricular Acarreo mejorado
Prolactina APM Acarreo mejorado
Antagonista para el receptor a , .
g P . P Nucleo accumbens Acarreo mejorado
dopamina
Agonista para el receptor a Aumento de la agresion
m lateral
GABA Septum latera materna

Factor liberador de
corticotropina

Disminucion de la

Septum lateral o
agresion materna

Receptor para la prolactina

Acarreo alterado en hembras virgenes
Reconocimiento de las crias alterado en los
padres.

Receptor a estrégenos o

Aumento en la tasa infanticidio.

Receptor a GABA 9

Acarreo y supervivencia de las crias reducido.

Factor de liberacién del receptor
a corticotropina 2

Agresion materna disminuida.

Dopamina beta-hidroxilasa

Disminucion en el acarreo materno y de la
supervivencia de las crias.

APM, Area preéptica media, AVT, Area ventral tegmental. (Modificado de Kohl y

cols., 2016).
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IV. Bisfenol A y sus efectos.
i. Endocrinos.

a) Los receptores a estrégenos (RE). El BPA tiene la capacidad de union a los
receptores o y a los receptores 3, con una mayor afinidad para los receptores J3,
con una capacidad de respuesta a bajas concentraciones (Vandenberg y cols.,
2007). La administracion o exposicion del BPA es comparable a la potencia del
estradiol en alterar las respuestas celulares, esto debido a su capacidad de union
a receptores de membrana estrogénicos clasicos y no clasicos, asi como al
receptor acoplado a proteina-G (RPG) del tipo GPR30 (Rubin y cols., 2011).

La exposicion temprana al BPA altera la diferenciacion sexual en ratas recién
nacidas debido a su capacidad de union a los tejidos sensibles a estrogenos
durante la gestacion, ya que tiene poca afinidad a la alfa fetoproteina, encargada

de limitar la accién de los estrégenos en los tejidos (Rubin y cols., 2011).

b) La hormona tiroidea (HT). Alteraciones en la embriogénesis y el desarrollo
neonatal se han reportado como parte de la inhibiciébn o alteracién de la via de
accion de la HT ante la exposicion a BPA, una hormona esencial para el
desarrollo, el crecimiento y el metabolismo de los seres vivos (Rubin y cols., 2011;
Kim y cols., 2019). El BPA actia como un antagonista para los receptores
tiroideos, compite en la unién a proteinas transportadoras de HT y limita la sintesis
hormonal. Resultados de estudios en ratas recién nacidas indican un aumento en
los niveles de la tiroxina, considerado por una falta de retroalimentacion negativa
ante la falta de union al receptor de la HT por la administracion de BPA a
concentraciones 1, 10, 50 mg/Kg/dia durante la gestacion y la lactancia (Rubin y
cols., 2011; Kim y cols., 2019).

En ratones la exposicion a BPA disminuy6 los niveles de tiroxina durante la etapa
de la pubertad. Existe la posibilidad que el BPA altere directamente a la glandula
tiroides, ya que se ha reportado en estudios en animales cambios histologicos y en

el peso de la glandula tiroides (Kim y cols., 2019).
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c) Los receptores a glucocorticoides (RG). Existe evidencia que el BPA puede
alterar el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), alterando las concentraciones de
cortisol durante el embarazo en mujeres las cuales tienen altas concentraciones
de BPA en la orina y generando una disminucion del cortisol sérico en varones
prepuberales (Mustieles y cols., 2020). Se considera al BPA como un agonista
para los receptores a glucocorticoides, por su capacidad estimulante del RG en las
células 3T3-L1, dando paso a un aumento en la adipogénesis. Por otra parte, la
administracion de BPA a concentraciones 40 pg/Kg/dia en ratas genera un

aumento en los niveles basales de corticosterona (Rubin y cols., 2011).

ii. Neuronales.

Diversos estudios han reportado que el BPA altera el delicado equilibrio del
desarrollo neural, alterando la plasticidad sinaptica, inhibiendo la neurogénesis y
aumentando la produccién de las especies reactivas de oxigeno (Santoro y cols.
2019). Por ejemplo, la inhibicion de la neurogénesis se ha reportado en ratones
tratados con 20 mg/Kg/dia de BPA, por la supresion de la proliferacion de las
células neuroepiteliales progenitoras, encargadas de iniciar la neurogénesis,
afectando principalmente al giro dentado (GD). Estudios similares en ratas han
reportado que el BPA induce apoptosis en el giro dentado y en el hipocampo
(Santoro y cols., 2019).

La exposicion al BPA aumentd el estrés oxidativo y la apoptosis en un periodo que
va del dia 21 postnatal al dia 90 postnatal (Santoro y cols., 2019). De hecho, se
tiene evidencia que los efectos adversos por la exposicibn a BPA persisten a
través de las generaciones, en la generacion F2 de ratones gestantes expuestos a
10 mg/Kg/dia de BPA, intraperitonealmente, se tuvo una menor generacion de

neuronas en el hipocampo (Santoro y cols., 2019).
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Figura 4. Esquematizacion de los principales efectos del Bisfenol A en el cerebro de roedores.
Hallazgos de los efectos del Bisfenol A en diferentes areas cerebrales en ratas. Ez, estradiol; CNPs, células
neuroepiteliales progenitoras; ROS, especies reactivas de oxigeno (Modificado de Santoro y cols., 2019).

Dada la naturaleza lipofilica del BPA, esta molécula puede atravesar la barrera
hematoencefalica y la barrera placentaria, confiriéndole la capacidad de alteracion
neuronal en diversas etapas de la vida. La administracion oral de BPA desde el
dia 5 postnatal hasta el dia 21 postnatal produjo una hiperactividad en crias y en
ratas juveniles a las 5 semanas de edad (Santoro y cols., 2019).

En roedores que han sido expuestos a BPA usando la prueba del laberinto de
Barnes en Y, el laberinto radial y el laberinto acuéatico de Morris, durante los
periodos perinatal, postnatal, prepuberal y durante la pubertad se produjeron
afectaciones en los procesos de memoria y en el aprendizaje en los animales

expuestos a este xenobibtico (Santoro y cols., 2019).
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A pesar de la complejidad que representa la exposicion al BPA hay pocos estudios
en mamiferos de gran tamafo, pero un estudio en monos mostr6 que la
exposicion al BPA disminuyo tanto la precision de la memoria de trabajo, como el
namero de entradas sinépticas excitadoras en las neuronas piramidales dentro de
la corteza prefrontal y en el hipocampo (Elsworth y cols., 2015). Asi como, en un
estudio en humanos se mostré un incremento en la hiperactividad, la ansiedad y
una mayor frecuencia en los comportamientos depresivos en mujeres, los cuales
fueron relacionados con altos niveles de BPA maternos en la orina, pero no se
obtuvo este efecto en los hombres, lo que hace necesario estudios en ambos

sexos (Santoro y cols., 2019).

V. Modelos animales para el estudio de la conducta materna y el

neurodesarrollo temprano.

Un modelo animal, es definido por Held como “Un organismo vivo en el cual la
normativa biolégica o conductual puede ser estudiada, o en el cual un proceso
patoldgico espontaneo o inducido puede ser investigado y en el cual el fenébmeno
en uno o mas aspectos se parece al mismo fendmeno en humanos u otras
especies animales” (Subramanian y cols., 2022). Los modelos animales son una
herramienta vital en el actuar cientifico, basado en las caracteristicas de la linea
evolutiva de las especies, asi como en la similitud morfoldgica y los mecanismos
fisiolégicos y conductuales que son similares (Subramanian y cols., 2022; Gomez
y cols., 2002). Lo cual permite evaluar nuevas opciones terapéuticas, establecer
Sus rangos seguros o su toxicidad, su farmacocinética, asi como la aparicidon y
evolucion de sindromes y enfermedades (Subramanian y cols., 2022). La
validacion de los modelos animales varia de acuerdo con el tema de investigacion
y el propdésito de esta, debiendo cumplir con criterios de validacion, es decir, una
similitud fenotipica (validez aparente), donde la sintomatologia del fenémeno
estudiado en los animales es similar a la sintomatologia en los humanos,
existiendo una homologia a nivel genético entre el modelo de estudio y el ser

humano (validez de constructo); asi como la probabilidad de evaluar qué tanto un
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modelo puede predecir un aspecto desconocido de una terapia o patologia

presente en el ser humano (validez predictiva); (Subramanian y cols., 2022).

Los cuidados parentales son una conducta presente en los vertebrados e
invertebrados, aunque es de alta preservacion entre los mamiferos siendo la rata
de laboratorio (Rattus norvegicus) el mamifero no humano de mayor estudio en el
area de la conducta materna, lo cual ha inspirado teorias en la conducta del
humano como son la teoria del apego del psicoanalista John Bowlby (Ferreira y
cols., 2012; Beery y cols., 2011). Existe un cambio profundo en la conducta de la
rata, asi como en distintos mamiferos gestantes justo antes del parto, debido a los
cambios hormonales que dan inicio al circuito neural encargado de la aparicion,
regulacién y mantenimiento de la conducta materna, siendo su mantenimiento
debido a sefiales reciprocas entre la madre y las crias, en un sistema retroactivo
(Ferreira y cols., 2012). El uso de la rata de laboratorio da paso a una evaluacion
cualitativa y cuantitativa de los componentes de la conducta materna lo que ofrece
ventajas para el estudio de diversos xenobioticos incluyendo el BPA (Ferreira y
cols., 2012).

Las investigaciones actuales han buscado entender como las variaciones en la
conducta materna afectan el desarrollo a corto y largo plazo en los recién nacidos,
dado que las alteraciones de componentes de la conducta materna, como
variaciones del lamido corporal y genital alteran y moldean el eje HPA, desde sus

compontes hormonales, asi como celulares y conductuales (Beery y cols., 2011).

En humanos, el estrés maternal aunado a un nivel socioeconémico bajo alteran la
calidad del amamantamiento, con menores rangos de inicio de amamantamiento,
junto a una menor duracion de este, lo cual se ha relacionado con la aparicion de

la obesidad infantil (Gross y cols. 2021).
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i. Las ratas de bajo y alto bostezo.

En el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y el Control Motor, del Instituto
de Fisiologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, se cuenta con
dos sublineas de la rata Sprague-Dawley que difieren en su frecuencia de
bostezo, las cuales fueron obtenidas por cruzamientos endogamicos. Las ratas de
bajo bostezo o low-yawning presentan dos bostezos por hora en promedio y las
ratas de alto bostezo o high-yawning con un promedio de 20 bostezos por hora
(Urb&-Holmgren y cols., 1990).

Ademas, se ha descrito que el nUmero de bostezos que presenta cada sublinea es
sexualmente dismoérfica, teniendo un menor nimero de bostezos por hora las
hembras en comparacién con los machos de cada sublinea (Urba-Holmgren y
cols. 1990).

Moyaho y cols., en 1995, mostraron a partir de la evaluacion de las ratas de alto y
bajo bostezo en el campo abierto, que las ratas de alto bostezo tienen una mayor
actividad locomotora en comparacion con las ratas de bajo bostezo, siendo
indicativo de una diferente capacidad de respuesta a eventos estresantes como lo
es la prueba del campo abierto, por tanto, resultan una herramienta de valor para
el estudio de diferentes condiciones de alto estrés como es la gestacion y la

lactancia.

ii. Evaluacion del neurodesarrollo motor en las crias de rata.

El estudio del desarrollo del sistema nervioso central en los recién nacidos
requiere de modelos animales con un tiempo de desarrollo lo suficientemente
largo para evaluar a detalle las etapas criticas de la maduracion anatdémica,
celular, neuroquimica y metabdlica; pero ademas lo suficientemente corto para
realizar una valoracioén total de todas las etapas involucradas en el neurodesarrollo

temprano (Clarac y cols., 1998).
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La rata es asi un modelo ideal para los estudios de neurodesarrollo, debido a que
presenta periodos embrionarios y fetales de tres semanas, seguidos de un periodo
de maduracion postnatal de tres semanas, y con la que se cuenta con informacién

detallada de sus caracteristicas anatomicas y fisiol6gicas (Clarac y cols., 1998).

iii. Los reflejos motores.

Los reflejos motores se evalGan, con pruebas como las usadas en humanos recién
nacidos para la valoracion de su desarrollo neural y cognitivo. Dichos reflejos son
movimientos neuronales involuntarios y estereotipados que demuestran la

maduracion de las redes corticales (Nguyen y cols., 2017).

Las crias de ratas al nacimiento son inmaduras (crias altriciales), sin la capacidad
de llevar a cabo tareas motoras, cognitivas o sensoriales de alta complejidad, por
tanto, son comunmente usadas como modelos experimentales de neurodesarrollo.
El desarrollo cerebral de las crias es principalmente postnatal, siendo el dia
postnatal 1 equivalente al cerebro de humanos de 23-28 semanas de desarrollo;
mientras que las crias de 7 a 10 dias postnatales son equivalentes al cerebro

humano de un recién nacido (Nguyen y cols., 2017).

a) El reflejo de enderezamiento. Es la capacidad motora de controlar el tronco
para pasar de una posicion supina, a una posicion en la que sus cuatro
extremidades se apoyan sobre la superficie, con un promedio de su aparicion en el
dia 5 al 10 postnatal, esta respuesta aparece en todos los sujetos (Feather-

Schussler y cols., 2016).

b) La geotaxis negativa. Un reflejo conductual innato, con promedio de aparicién
el dia 7 postnatal, con un rango del dia 3 al 15 postnatal, permitiendo evaluar la
coordinacion motora en los roedores infantiles (Feather-Schussler y cols., 2016).

c) La evitacion de bordes. Permite evaluar el reflejo laberintico asi como la
fuerza y la coordinacion motora en las crias, puede ser evaluado desde el dia 1

hasta el dia 14 postnatal requiriendo los siguientes pasos: Preparar una superficie
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plana elevada, colocar a la cria con las extremidades superiores (solamente las
palmas), y la nariz sobre el borde, tomar el tiempo que toma a la cria alejarse del
borde moviendo las cuatro extremidades hacia atras y empleando su nariz como

referente (Feather-Schussler y cols., 2016).

VI. Justificacion.

La exposicion al Bisfenol A, altera el desarrollo especialmente en etapas
tempranas, dado que poseemos dos sublineas de la cepa Sprague-Dawley que
difieren en la respuesta al estrés, se pueden determinar los efectos de un
contaminante de alta prevalencia como lo es el bisfenol A sobre la conducta de la
madre y el desarrollo de sus crias (Shoei-Lung y cols., 2012; Sonavane y cols.,
2019).

La exposicion al bisfenol A altera el desarrollo especialmente en etapas tempranas
por su capacidad de transferencia a través de la placenta, alterando el
mantenimiento de la homeostasis corporal. Adicionalmente, este xenobidtico se ha
propuesto que altera las vias de sefializacion endocrinas y la comunicacién
celular, relacionandose con la obesidad, abortos espontaneos, anormalidades
cromosomales, algunos tipos de cancer, enfermedades respiratorias vy
cardiovasculares, y diabetes mellitus (Shoei-Lung y cols., 2012; Sonavane y cols.,
2019; Vendenberg y cols., 2020; Vendenberg y cols., 2007). Ha sido propuesto
como un detonante en el aumento de enfermedades crénico-degenerativas,
discapacitantes que merman el desarrollo social y genera altos costos para salud
publica a largo plazo (Shoei-Lung y cols., 2012; Sonavane y cols., 2019;
Vendenberg y cols., 2020; Vendenberg y cols., 2007).
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VII. Hipotesis.

H1: La administracion del bisfenol A afectara la calidad de la conducta materna en
las ratas administradas en comparacion con los controles de las sublineas de alto

y bajo bostezo.

H2: La administracion de bisfenol A producird un aumento en la duracion de las
pruebas para la evaluacion del neurodesarrollo en las crias que recibieron
tratamiento en la gestacion y en la lactancia en comparacion con las crias

pertenecientes al grupo control en ambas sublineas.

VIII. Objetivos.
|. General.

Realizar un estudio comparativo de los efectos de la administracion del bisfenol A
en la conducta materna y el neurodesarrollo temprano en las crias de las

sublineas de las ratas de alto bostezo y de bajo bostezo.

Il. Especificos.

Evaluar los componentes de la conducta materna; el tiempo de amamantamiento
de alta y baja intensidad; el tiempo de lamido corporal y genital ademas del
acarreo, y determinar las diferencias por la administracion de bisfenol A durante la

gestacion y la lactancia.

Evaluar los efectos de la administracion de bisfenol A en etapas tempranas de la
gestacion y la lactancia sobre el neurodesarrollo de las crias de las sublineas de
alto y bajo bostezo con pruebas estandarizadas del desarrollo motor como son el

enderezamiento, el reflejo de geotaxia negativa y el de evitacion de bordes.
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IX. Materiales y métodos.
I. Sujetos experimentales.

Se emplearon ratas hembra gestantes de las sublineas HY (de las siglas en
inglés, high-yawning) y LY (de las siglas en inglés, low-yawning) de 3 meses de
edad (n = 15, crias n = 112), provenientes del bioterio de investigacion del
Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y el Control Motor del Instituto de

Fisiologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

Los sujetos experimentales se mantuvieron en condiciones estandar de bioterio
con ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas (encendido a las 0700), a una
temperatura de 21 + 2 °C, humedad relativa del 40 al 50%, con acceso de agua
purificada Ciel™ (Coca-Cola® Co. México) y alimento balanceado para roedores

(Labdiet, Purina Mills, Estados Unidos de América) ad libitum.

Todo manejo de los sujetos experimentales se realiz6 bajo la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y siguiendo las reglas de los Institutos Nacionales
de Salud de los EUA. EIl protocolo experimental fue aprobado por el comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla, No. 0255/2021. Las ratas fueron transferidas al
dia 0 de gestacion ante la presencia del boton seminal al area de experimentacion

para su posterior administracion farmacoldgica y observacion.

Las ratas permanecieron en jaulas de acrilico transparente (32 x 47 x 20 cm) con
una cama de viruta de madera presurizada tipo chip (Aspen, Estados Unidos de

Ameérica), con cambio dos veces a la semana.
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ii. Administracién farmacoldégica.

« Pruebade
enderezamiento
« Pruebade
geotaxia negativa
o Pruebade
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1 DPN, ajuste 3 DPN S DPN 7 DPN 9 DPN 21 DPN.
de camada. Findela
administracion
Evaluacion de de BPA y destete
laCM

Figura 5. Esquema del disefio experimental. La administracion del Bisfenol A se tuvo durante el embarazo y
la lactancia. CM, Conducta materna, DPN, Dia postnatal, BPA, Bisfenol A.

A partir del dia 0 de gestacién, hasta el dia postnatal 21 se realiz6 la
administracion de Bisfenol A en una concentracién de 250 ug/Kg/dia diluido en
una concentracién 0.05% de alcohol etilico en agua purificada Ciel™. Las ratas
control recibieron una solucién de 0.05% de alcohol etilico en agua purificada

Ciel™ durante el mismo periodo de tiempo como se ilustra en la Figura 5.

iii. Evaluacién de la conducta materna.

Las ratas fueron colocadas en cajas de acrilico cuando se observé el botén
seminal (dia O de gestacion) y se inicié la administracion del Bisfenol A. Al dia del
parto (dia 21+2 de gestacion), se observé que el parto se llevara a cabo de
manera correcta. Al dia 1 postparto se realizé un ajuste de la camada para obtener

4+1 crias macho y 4+1 crias hembra para una camada total de 8 crias.
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La observacion de la conducta materna se llevo a cabo los dias 1, 3,5, 7y 9
postnatal con duracion de 20 minutos entre las 0900 horas y las 1200 horas en un

cuarto sono-amortiguado, con una intensidad luminica de 1000 lux.

Se realizé una segunda observacion de 5 minutos para evaluar la conducta de
acarreo, el observador retira con cuidado a la rata madre y procedio a dispersar a
las crias fuera del nido evitando alterar el mismo; una vez terminada la dispersion
se ingresa nuevamente a la madre y se inicia la observacion. Todas las
observaciones fueron grabadas con una camara digital HD (Sony Modelo
HDRPJ260V/BCE23) para su analisis posterior.

Las conductas evaluadas en la observacion fueron las siguientes:

Latencia de acarreo de la primera cria: El tiempo en segundos que tarda la

madre desde su ingreso a la caja hasta el acarreo de la primera cria hacia el nido.

Acarreo total de la camada: El tiempo en segundos que tarda la madre en

acarrear la camada hacia el nido.
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Figura 6. Esquematizacién del acarreo de las crias por
parte de las madres. Note que la madre emplea su hocico
para fijar a la cria en la piel del dorso del cuello e inducir su
reflejo de inmovilidad.
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Lamido corporal y genital de las crias: El tiempo en segundos que la madre

emplea realizando la conducta de lamido corporal o el lamido genital de las crias.

Figura 7. Esquema que muestra el lamido corporal y el genital de las
crias. A) Del lado izquierdo se ilustra el lamido corporal B) De lado derecho se
ilustra el lamido genital, notando que la madre gira a la cria tomandola del
torso para poder acceder al area anogenital.

Tiempo total de amamantamiento de baja o alta intensidad (cifosis): El tiempo
en segundos que emplea la madre en posicion de amamantamiento de baja o alta

intensidad.

Figura 8. Esquema de la posicion de amamantamiento de baja y alta
intensidad. C) Posicion de amamantamiento baja intensidad a la izquierda,
D) Posicion de amamantamiento de alta intensidad de lado derecho, donde
se observa un arqueamiento pronunciado con apoyo de las cuatro
extremidades.
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iv. Evaluacién del neurodesarrollo de las crias.

Prueba de enderezamiento: En el dia postnatal 7 las crias fueron colocadas
sobre su espalda en una superficie blanda y se tomé el tiempo requerido para

colocarse en una posicion en la que las cuatro extremidades tocaran la superficie
(Lee y cols., 2020).

Figura 9. llustracion de la prueba de enderezamiento. A) La cria se coloca sobre su espalda, B) El
enderezamiento se evalla cuando las cuatro extremidades tocan sobre la superficie.

Prueba de geotaxia negativa: En el dia 7 postnatal las crias fueron colocadas en
una posicion en contra de la gravedad, sobre una estructura de madera con una
inclinacion a 30° y se tomo el tiempo que requirid la cria para tomar una posicién

gue contrarresta la accion gravitatoria (Lee y cols., 2020).

Figura 10. Prueba de geotaxia negativa. C) Colocacion de la cria en contra de la accién de la
gravedad, D) La cria adopta una posicion anti-gravitatoria.
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Prueba de evitacion de bordes: En el dia 7 postnatal las crias fueron colocadas
en una plataforma de madera elevada a 10 cm sobre la base, se colocaron las
extremidades delanteras y la nariz sobre el borde de la plataforma, formando una
linea imaginaria entre la orbita de los ojos y se calcul6 el tiempo que transcurrié en

alejarse del borde (Lee y cols., 2020).

Figura 11. Prueba de evitacion de bordes. E) Colocacion de la cria con las extremidades superiores y
la nariz en el borde de la plataforma, F) Actividad locomotora alejandose del borde.

v. Andlisis estadistico.

El andlisis de las conductas fue realizado mediante el programa The Observer XT
(Noldus Technologies, Paises Bajos), realizando evaluaciones de las sesiones
experimentales que fueron videograbadas, evaluando la frecuencia, la duracion

total y media de las conductas evaluadas.

Para el analisis estadistico se realizaron pruebas t de Student, ANOVA de dos
factores y para los datos que no mostraron homogeneidad de las varianzas se
realizé la prueba Holm-Sidak y la U de Mann-Whitney y ANOVA no paramétrica de
Kruskal-Wallis.

El andlisis se llevé a cabo a través del programa de computo SYSTAT, Sigma Plot
v. 11.0 (EUA).
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X. Resultados.
Prueba de geotaxia negativa en ratas hembra.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en las ratas de alto y bajo
bostezo hembras para la prueba de geotaxia negativa. En la Figura 12, se
muestran los resultados obtenidos de la latencia para la realizacion del reflejo de
geotaxia.

En la Figura 12 A, las ratas de bajo bostezo del grupo tratado con BPA tuvieron un
mayor tiempo promedio para girar en la prueba de la geotaxia negativa en

comparacion a los controles (prueba de la U de Mann-Whitney, U = 36, P <0.014).
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Figura 12. Evaluacion de la geotaxia negativa en ratas hembra control y tratadas con Bisfenol A en
ambas sublineas. A) En verde, latencia en la prueba de geotaxia negativa en ratas de bajo bostezo (LY)
hembras, U de Mann-Whitney, U = 36, P = 0.014 B) En azul, latencia en la prueba de geotaxia negativa
en ratas de alto bostezo (HY) hembras, C) Comparacion entre los grupos ratas de bajo bostezo (LY) vs

alto bostezo (HY), ANOVA de dos factores, H = 2.96, gl = 1, P <0.05. Datos presentados en media +
E.E.M.
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Por otra parte, en las ratas de alto bostezo no se obtuvo diferencia en el tiempo
que transcurre para realizar la prueba en el grupo tratado con BPA en
comparacion con el grupo control, véase Figura 12, B. En la Figura 12, C, hay una
diferencia significativa entre los grupos control y los tratados con Bisfenol A
(ANOVA de dos factores, H = 2.963, gl = 1, P<0.05).

Prueba de geotaxia negativa en ratas macho.

En la Figura 13, se muestran los resultados obtenidos en la prueba de geotaxia
negativa en los diferentes grupos de machos, obteniendo un aumento en el tiempo
promedio del grupo tratado con BPA en comparacién al grupo control en la prueba

de geotaxia para las ratas de bajo bostezo, que no alcanzé significancia

estadistica.
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Figura 13. Evaluacion de la geotaxia negativa en ratas macho control y tratadas con Bisfenol A de
ambas sublineas, D) En verde, latencia en la prueba de geotaxia negativa en ratas de bajo bostezo
macho, E) En azul, latencia en la prueba de geotaxia negativa en ratas de alto bostezo macho, U de
Mann-Whitney, U = 70.5, P = 0.032 F) Comparacion entre los grupos de ratas de bajo bostezo respecto
de las de alto bostezo, ANOVA de dos factores, H = 2.44, gl = 1, P = 0.018. Datos presentados en media
+ E.E.M.
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En comparacion las ratas de alto bostezo macho tratadas con BPA (véase Figura
13, E), muestran un aumento significativo en el tiempo empleado de la prueba de

geotaxia negativa en comparacion con el grupo control (U de Mann-Whitney, U =
70.5. P =0.032).

En la Figura 13, F, observamos que existe una diferencia entre los grupos tratados
con BPA y grupos control (ANOVA de dos factores, H = 2.445, P = 0.018).

Prueba de enderezamiento en ratas hembra.

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos de la prueba de
enderezamiento, en las ratas de bajo y alto bostezo en hembras.
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Figura 14. Evaluacién del enderezamiento en las crias hembra de rata de alto y bajo bostezo
tratadas con Bisfenol A y control. A) En verde, latencia en la prueba de enderezamiento en ratas de
bajo bostezo hembra, B) En azul, latencia en la prueba de enderezamiento en ratas de alto bostezo
hembra, C) Comparacién de grupos ratas de bajo bostezo vs alto bostezo, ANOVA de Kruskal-Wallis, H =
8.435, gl =1, P<0.001; H =2.081, gl = 1, P = 0.043. Datos presentados en media + E.E.M
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En la Figura 14, A, se muestra el tiempo promedio para la prueba de
enderezamiento, donde se muestra un mayor tiempo en el grupo tratado con BPA
respecto al control, aunque no alcanza significancia. En la Figura 14, B, las ratas
control y tratadas con BPA mostraron un desempefio similar en ambos grupos

experimentales.

En la Figura 14, C, se obtuvo una diferencia significativa entre la comparaciéon de
los grupos experimentales de las ratas de bajo bostezo respecto a las de alto
bostezo (ANOVA de Kruskal-Wallis, H = 8.435, gl = 1, P<0.001), y la comparacion
de los grupos BPA respecto a los controles (ANOVA de Kruskal-Wallis, H = 2.081,
gl=1, P =0.043).

Prueba de enderezamiento en ratas macho.

Con respecto a los machos evaluados (Véase Figura 15) en la prueba de
enderezamiento se obtuvo una diferencia significativa en las ratas de bajo bostezo
machos, del grupo control respecto al tratado con BPA (U de Mann-Whitney, U =
27.5, P = 0.002); (véase Figura 15, D).

El grupo tratado con BPA y el control de las ratas de alto bostezo, en la Figura 15
E, no obtuvieron diferencias significativas, ademas de tener desempefios similares

en ambos grupos.

Los resultados muestran diferencias entre los grupos control de bajo bostezo y alto
bostezo (ANOVA de Kruskal-Wallis, H = 3.771, gl = 1, P<0.001). Por ultimo,
también obtuvimos diferencias significativas en el desempefio entre los grupos
tratamiento con BPA de las ratas de bajo bostezo respecto de las de alto bostezo
(ANOVA de Kruskal-Wallis, H = 7.973, gl = 1, P<0.001), véase Figura 15, F.
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Figura 15. Evaluacion en la prueba de enderezamiento en las crias macho de rata de alto y bajo
bostezo tratadas con Bisfenol A y control. D) En verde, latencia en la prueba de enderezamiento en
ratas de bajo bostezo macho, U de Mann-Whitney, U = 27.5, P = 0.002 E) En azul, latencia en la prueba
de enderezamiento en ratas de alto bostezo macho, F) Comparacién de grupos ratas de bajo bostezo vs
alto bostezo en la prueba de enderezamiento, ANOVA de Kruskal-Wallis, H = 3.771, gl = 1, P<0.001; H =
7.973, gl = 1, P<0.001. Datos presentados en media + E.E.M

Pagina 39|58



Prueba de evitacion de bordes en ratas hembra.

La evaluacion de la prueba de evitacion de bordes no se obtuvieron resultados
significativos tanto en los grupos pertenecientes a las ratas de bajo como en los de

alto bostezo en las hembras.

La comparacion entre grupos, se obtuvo una diferencia significativa entre ambas
sublineas de las ratas de bajo bostezo y de alto bostezo (ANOVA de Kruskal
Wallis, H = 2.872, gl = 8, P<0.006).

A B

30 - . 30 -
25 — 25 4
£ 20 4 £ 20
8 o
© 15 + S 15 +
o 2
T 10 - < 10 A
| -
5 41 5 -
0 q 0
Control BPA Control BPA
Condicion Condiciéon
C *
30 1 *
25 ?
£ 50 4
©
© 15 o
)
< 10 A
-
5 -
0 T
Control BPA
Condicién

Figura 16. Determinacion del tiempo para evitar el borde en ratas hembra de alto y bajo bostezo
tratadas con Bisfenol A y control. A) En verde, latencia en la prueba de evitacion de bordes en las ratas
de bajo bostezo hembra, B) En azul, latencia en la prueba de evitacion de bordes en las ratas de alto
bostezo hembra, C) Comparacién de grupos ratas de bajo bostezo respecto a los de alto bostezo en la
prueba de evitaciéon de bordes, ANOVA de Kruskal-Wallis, H = 2.872, gl = 1, P<0.006. Datos presentados
en media + E.E.M.
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Prueba de evitacion de bordes en ratas macho.

Los resultados obtenidos en la prueba de evitacion de bordes en ratas macho en
la Figura 17 fueron similares a los obtenidos en las hembras. No se obtuvieron
diferencias significativas tanto en las ratas de bajo bostezo, (véase Figura 17, D);

como en las ratas de alto bostezo, (véase Figura 17, E).

En la Figura 17, F, se obtuvo una diferencia significativa entre los grupos de las
ratas de bajo respecto de las de alto bostezo (ANOVA de Kruskal-Wallis, H =
4.125, gl =1, P<0.001).
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Figura 17. Determinacion del tiempo para evitar el borde en ratas macho de alto y bajo bostezo
tratadas con BPA y control. D) En verde, latencia en la prueba de evitacién de bordes en ratas de bajo
bostezo macho, E) En azul, latencia en la prueba de evitacién de bordes en ratas de alto bostezo macho,
F) Comparacion de grupos ratas de bajo bostezo respecto de los de alto bostezo en la prueba de
evitacion de bordes, ANOVA de Kruskal-Wallis, H = 4.125, gl = 1, P<0.001. Datos presentados en media +
E.E.M.
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Evaluacion del acarreo de las crias de las ratas de bajo bostezo.
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Figura 18. Determinacion del acarreo en madres de bajo bostezo expuestas a Bisfenol A y
controles. A) El tiempo en segundos de la latencia del primer acarreo en ratas de bajo bostezo, B) El
tiempo total en segundos para un acarreo total de las crias en ratas de bajo bostezo. Las madres se
evaluaron a los dias 1, 3, 5, 7 y 9 postnatales. Datos presentados en media + E.E.M.

Los resultados correspondientes a la latencia del primer acarreo en las ratas de
bajo bostezo muestran una tendencia al aumento en el tiempo para el acarreo en
el grupo tratado con BPA, en comparacion al grupo control en el dia postnatal 9,

sin alcanzar significancia (véase Figura 18, A).

Evaluaciéon del acarreo de las crias de las ratas de alto bostezo.

En la Figura 19, se muestran los resultados obtenidos en la prueba de acarreo
para las ratas de alto bostezo, obteniéndose que tanto en la latencia para el primer
acarreo, como en el tiempo total de acarreo son similares en el grupo tratado con
BPA y el grupo control, (véase Figura 19, Cy D).
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Figura 19. Determinacion del acarreo en madres de alto bostezo expuestas a Bisfenol A y
controles. C) El tiempo en segundos de la latencia del primer acarreo en ratas de alto bostezo, D) El
tiempo total en segundos para un acarreo total de las crias en ratas de alto bostezo. Las madres se
evaluaron a los dias 1, 3, 5, 7 y 9 postnatales. Datos presentados en media + E.E.M.

Evaluacion del tiempo de lamido corporal.

Las ratas tratadas con BPA mostraron una disminucion en el tiempo de lamido
corporal en las ratas de bajo bostezo en los dias postnatales 1y 3, (véase Figura
20, A). En cambio, en las ratas de alto bostezo se obtuvo una disminucién
significativa en los tiempos de lamido corporal en las ratas tratadas con BPA
durante los dias postnatales 5, 7 y 9 (t de Student, t = 2.169, gl = 18, P<0.044).
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Figura 20. Determinacion del tiempo de lamido corporal en ratas de alto y bajo bostezo. A) En
verde, el tiempo promedio de los lamidos corporales en ratas de bajo bostezo, B) En azul, el tiempo
promedio en segundos de los lamidos corporales en ratas de alto bostezo, t de Student, t = 2.169, gl = 18,
P<0.044. Los datos se presentan en periodos de 1 + 3y 5 + 7 +9, dias postnatales. Datos presentados
en media £ E.E.M.
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Evaluacion del tiempo de lamido genital.

Con respecto al tiempo empleado por la madre de lamido genital (Véase Figura
21, Cy D), tanto en las ratas de bajo bostezo como en las ratas de alto bostezo no
se obtuvieron diferencias significativas al comparar los grupos tratados con BPA

respecto de los grupos control.
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Figura 21. Determinacion del tiempo de lamido genital en ratas de alto y bajo bostezo. C) En verde,
el tiempo promedio en segundos de los lamidos genital en ratas de bajo bostezo, D) En azul, el tiempo
promedio en segundos de los lamidos genital en ratas de alto bostezo. Los datos se presentan en
periodos de 1 + 3y 5 + 7 +9, dias postnatales. Datos presentados en media + E.E.M.

Evaluacion de tiempo de amamantamiento de alta y baja intensidad

De los resultados obtenidos en la comparacion de los tiempos de
amamantamiento obtuvimos una amplia variabilidad en los tiempos que las
madres despliegan esta conducta, tanto en los grupos control como los tratados

con BPA, asi como en las ratas de alto y las de bajo bostezo.

En ninguno de los resultados presentados en la Figura 22 se obtuvieron

diferencias significativas.
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Figura 22. Determinacion de los tiempos de amamantamiento de alta intensidad y baja intensidad
en ratas de alto y bajo bostezo. A) El tiempo de amamantamiento de alta intensidad en ratas de alto
bostezo, B) El tiempo de amamantamiento de baja intensidad en ratas de alto bostezo, C) El tiempo de
amamantamiento de alta intensidad en ratas de bajo bostezo, D) Tiempo de amamantamiento de baja
intensidad en ratas de bajo bostezo Los datos se presentan en periodos de 1 + 3y 5 + 7 +9, dias
postnatales. Datos presentados en media + E.E.M.
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Xl. Discusion.

Los resultados de la evaluacion de la conducta materna en las ratas de alto y bajo
bostezo tratadas con BPA mostré una alteracion en la latencia al primer acarreo y
en el tiempo total de acarreo en las ratas de bajo bostezo, en comparacion con las

ratas control de esta sublinea, aunque no alcanzo la significancia estadistica.

Sin embargo, se muestra que se presenté una disminucién de la motivacion para
realizar el acarreo en los dias 5 y 9 DPN en las ratas de bajo bostezo (véase
Figura 18). Por otra parte, en las ratas de alto bostezo existe la motivacion para
realizar el acarreo, aunque es menor en comparacion a las ratas de bajo bostezo,
lo que produce una mayor latencia para el primer acarreo y para el acarreo total de
las crias en las ratas tratadas con BPA como en los controles, respecto a las ratas

de bajo bostezo (véase Figura 18 y Figura 19).

Este cambio en el tiempo para realizar el primer acarreo puede deberse a las
posibles alteraciones en el sistema dopaminérgico en las ratas de alto bostezo, el
cual participa en el inicio de las conductas maternas de acuerdo con los estudios
de Byrnes y cols., 2002, ya que las lesiones en el nacleo accumbens retrasan las
respuestas en los cuidados maternos. Cabe destacar que dicho nucleo tiene un rol
relevante en el sistema dopaminérgico, donde ademas se ha reportado que la
administracion de drogas antagonistas para la familia de receptores D1 y D2
alteran el despliegue de la conducta materna (Giordano y cols., 1990), dado que la
administracion del BPA durante la gestacién y la lactancia es un periodo de alta
susceptibilidad del nucleo accumbens y su consecuente alteracion de la

sefalizacion dopaminérgica.

La sublinea HY y LY ofrecen un par de ventajas ya que su despliegue maternal
difiere de lo mostrado por la cepa Sprague-Dawley (Ugarte y cols., 2011).
Adicionalmente las ratas HY son mas sensibles a la accion inductora de bostezo
de los farmacos de la familia D2 como la apomorfina, el (-)3 PPP o el (-) quinpirole
(Urba — Holmgren y cols., 1990; Eguibar y cols., 2003), asi como de los agonistas
D1 sobre el aseo (Eguibar y cols., 2003). Estos resultados aportan evidencia de

gue las sublineas HY y LY resultan ideales para valorar los efectos del BPA.
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Se ha reportado que en ratas gestantes el BPA tiene un mayor efecto disruptor,
debido a que se disminuye la capacidad de metabolizar por el higado, en
comparacion a las ratas no gestantes; aunado a esto se ha reportado que el BPA
posee la capacidad de ser transferido a la placenta, lo que altera la morfologia y la
expresion de diversas proteinas en el higado de roedores (Mileva y cols., 2014;
Strakovsky y cols., 2018).

La administracion de BPA produjo un cambio en los tiempos de lamido corporal y
genital en ambas sublineas, siendo en las etapas tardias de la lactancia las que
presentaron el incremento en el lamido corporal por parte de las ratas de bajo
bostezo en el grupo tratado con BPA, y una disminucion en el grupo tratado en las
ratas de alto bostezo (véase Figura 20). De hecho, Masis-Calvo y cols., han
reportado que variaciones en los tiempos de lamido corporal y genital, durante la
lactancia en ratas Sprague-Dawley genera diferentes respuestas en las crias
cuando se les exponen a ambientes novedosos como son el laberinto en cruz
elevado o el campo abierto, donde las crias que recibieron mayores tiempos de
lamido muestran conductas de mayor exploracion y movilidad, algo que en el caso
de las ratas de bajo y alto bostezo se relaciona con la expresion de respuesta ante

estresores.

Lapp y cols., 2022, asi como Seta y cols., en 2005, mostraron que en ratas
Sprague-Dawley expuestas al BPA durante la gestacion y la lactancia,
disminuyeron los tiempos de lamido corporal y del lamido anogenital, ademas de
mostrar alteraciones en los genes relacionados al lamido corporal y genital en el
hipocampo (Lapp y cols., 2022; Seta y cols., 2005). Estos resultados son similares
a los resultados obtenidos en las ratas de bajo bostezo y de alto bostezo, siendo
las primeras las que expresaron mayormente cambios en su despliegue materno.
Las ratas de bajo bostezo tienen un despliegue menos eficiente de la conducta
materna cuando se compara con las ratas Sprague-Dawley, mientras que las ratas
de alto bostezo tienen un desempeiio pobre en la calidad de sus despliegues de la
conducta materna en comparacion a las ratas de bajo bostezo, segun lo reportado

por Ugarte y cols., 2006 y Ugarte y cols., 2011. Dichas variaciones pueden
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deberse a alteraciones en el APM, un &rea involucrada en la regulacion positiva de
la conducta materna (Seta y cols., 2005; Yu y cols., 2020; Kohl y cols., 2016).

Se han reportado diferencias menores en los tiempos de amamantamiento de baja
y alta intensidad, en ambas sublineas, aunque se obtuvieron mayores tiempos de
amamantamiento por parte de las ratas de bajo bostezo, correspondiendo a lo
reportado por Ugarte.y cols., en 2006 y Ugarte y cols., 2011, siendo las madres
pertenecientes a la sublinea de bajo bostezo m&s competentes en comparacion

con la sublinea de alto bostezo.

Los resultados obtenidos entre las sublineas de bajo y de alto bostezo tratadas
con BPA vy los controles, puede deberse a la diferente capacidad fenotipica de
respuesta al estrés, lo que es evidente incluso entre los grupos control de ambas
sublineas. Se ha reportado en ratas que la exposicion a estresores durante la
gestacion afecta la capacidad de respuesta del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), lo que altera el desarrollo de las crias a corto y largo plazo, debido a que
dicho eje tiene una hipoactividad durante la gestacion, lo que favorece el correcto
cuidado de las crias, aunque limita la capacidad de respuesta ante los estresores
externos, lo que se ha asociado al estrés gestacional en las primeras etapas del
desarrollo con el despliegue de conductas ansiosas y depresivas en ratas adultas
cuyas madres sufrieron estrés durante la gestacion (Mileva y cols., 2014; Boero y
cols., 2018).

Otra alteracién de la conducta materna en las ratas tratadas con BPA se puede
derivar a su vez de las alteraciones en la actividad de los receptores a estrogenos
a por accién del BPA y su afinidad a este tipo de receptores, ya que posee una
actividad agonista de baja intensidad. El receptor a estr6genos a por otra parte
regula la expresion a los receptores a progesterona en el nlcleo predptico medio,
alterando la sefalizacion para el inicio y mantenimiento de la conducta materna
(Fahrenkopt y cols., 2020).
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Adicionalmente, se ha reportado que los disruptores endocrinos, como son los
bisfenoles y sus derivados, modifican los marcadores de metilaciéon en humanos y
roedores, que pueden afectar a largo plazo y durante varias generaciones algunas
conductas. Por otra parte, generando lesiones prostaticas precancerosas en ratas
adultas y alteraciones epigenéticas en la region frontal cerebral de raton, se
mostré que puede alterar al area predptica media que es vital para el despliegue

de la conducta materna (Mileva y cols., 2014).

Aunado a las alteraciones en los cuidados maternos, Altamirano y cols., 2015
mostraron que la exposicion a BPA retrasa y altera el desarrollo de las glandulas
mamarias en las ratas, con alteraciones en el contenido lipidico de la leche
materna lo que genera a su vez cambios nutricionales en las crias, relacionandose

con mayores ganancias de la masa corporal.

Dado que el BPA esta definido como un disruptor endocrino que altera diversas
vias metabdlicas vitales para el desarrollo, Wang y cols., 2013 y Gibert y cols.,
2011, mostraron que la administracion de BPA produjo un aumento en la
apoptosis celular en la musculatura esquelética, ademas de alteraciones en los
organos otoliticos del pez cebra, por lo que se requiere un analisis en modelos
mamiferos como son las ratas, ya que la administracion de BPA produjo un
aumento en los tiempos de respuesta para el reflejo de enderezamiento y de la
geotaxia negativa en ambas sublineas, siendo este aumento debido a las
alteraciones vestibulares y/o musculo-esqueléticas (Gilbert y cols., 2011; Wang y
cols., 2013).

En la prueba de geotaxia negativa las ratas hembra de bajo bostezo fueron las
que obtuvieron las diferencias significativas, respecto a las ratas macho de alto
bostezo, diferencias que pueden derivar por efectos sexo-dependientes de la
administracion del BPA, ya que este quimico altera vias de sefalizacion en los

ovarios y los testiculos de diferentes maneras (Murata y cols., 2018).
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Para la prueba de evitacion de bordes se obtuvieron diferencias significativas entre
ambas sublineas, con un mayor tiempo para desplazarse hacia atras y evitar los
bordes por parte de las ratas de bajo bostezo tanto, hembras como machos, lo
que se puede deber a posibles alteraciones vestibulares y/o musculoesqueléticas,
que alteran la percepcién de las crias lo que puede modificar la respuesta para

evitar bordes.

Prasse y cols., en un estudio reciente en 2022 mostraron que la administracion de
BPA altera la estructura 6sea en ratas, ya que en hembras se mostré una
elevacion del hueso trabecular y en el area medular; por otra parte, Wang y cols.,
2021 administraron 10 pg/Kg/dia de BPA en ratas gestantes lo que provoco
alteraciones en el desarrollo 6seo, con disminucién de la masa 6sea y un retraso
en el desarrollo en ratas hembra. Es notable que el BPA afecta el desarrollo de los

mamiferos cuando se expone a este quimico en etapas tempranas del desarrollo.

Los resultados muestran que ademas de existir una diferencia entre los grupos
tratados con BPA y los grupos control de las sublineas de bajo y alto bostezo.
También existen diferencias en el desempefio mostrado entre ambas sublineas,
siendo las ratas de alto bostezo las que tuvieron menores tiempos de respuesta en
la prueba de enderezamiento, lo que puede atribuirse a las diferencias en los
cuidados recibidos durante el desarrollo.

En seres humanos se ha mostrado una relacion de concentraciones urinarias de
BPA en madres, con alteraciones en nifos de 2 afios en su neurodesarrollo motor
y cognitivo en diversas poblaciones en China, lo que coincide a lo mostrado en

modelos animales (Wang y cols., 2023).

Por otra parte, en un estudio realizado en monos por Negishi y cols., 2014, se
mostraron alteraciones cognitivas en monos de 2 afios, con una mayor ganancia
de peso y despliegues conductuales femeninos en los machos. Por lo tanto, las
alteraciones que se presentan en las etapas tempranas del desarrollo ante la
exposicion al BPA repercuten en etapas juveniles y adultas, lo que merma el

desempenio de los seres vivos.
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Las alteraciones en la calidad o privacion de la conducta materna producen

déficits en el desarrollo cognitivo, social y en la respuesta al estrés en humanos y

en diversos modelos animales como la rata, ya que la posicion de cifosis de alta

intensidad y aseo anogenital son las principales variables que modifican los

niveles de respuesta de ansiedad y depresion en la edad adulta (Champagne y

cols., 2003).

Resultados y discusion.
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Figura 23. Resultados de mayor relevancia. Se presentan los resultados obtenidos en las ratas de alto
y bajo bostezo al evaluar la conducta materna y el neurodesarrollo de las crias. DPN, dia postnatal, BPA,
bisfenol A, LY, bajo bostezo, HY, alto bostezo.
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XIl. Conclusiones.

1. Las ratas de bajo bostezo tienen una mayor calidad de despliegue de su
conducta materna con respecto a lo obtenido a las ratas de alto bostezo.

2. El BPA altera con mayor severidad la conducta materna, en los tiempos de
amamantamiento tardio y el lamido genital en las ratas de bajo bostezo en
comparacion a las ratas de alto bostezo, afectando el area predptica medial

3. Las ratas de alto bostezo presentan una menor motivacién para iniciar el
primer acarreo de las crias posiblemente debido a alteraciones del sistema
dopaminérgico y/o del nacleo accumbens.

4. La exposicion al BPA altera la respuesta de las crias a las pruebas de

geotaxia negativa y de enderezamiento en ambas sublineas.
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