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INTRODUCCION

Los ftalatos constituyen un grupo de quimicos
usados como agentes suavizantes para la fabricacion del
PVC flexible. Representan entre 10-60% del peso de al-
gunos pldsticos porque tienen la propiedad de conferirle
flexibilidad y transparencia, deseables en la fabricacion
de productos de este material. Al no estar quimicamente
ligados al polimero con el cual se mezclan y ademds po-
seer propiedades lipofilicas, se pueden liberar y disolver
en las grasas de los alimentos y liquidos biolégicos. En la
poblacién general la via de exposicion es a través de la in-
gestion, inhalacién y/o contacto dérmico con los alimen-
tos, juguetes, material de uso médico (guias endovenosas,
bolsas de alimentacién enteral, respiradores) y cualquier
otro producto que lo utilice en su fabricacién 49,

DEHP (di-2-etilhexil-ftalato) es el ftalato mas
comunmente empleado en la industria del plastico. Esta
sustancia estd incluida entre los téxicos quimicos con-
siderados “disruptores endocrinos o alteradores hor-
monales”, porque interfieren los sistemas hormonales
fisiolégicos actuando de diferentes formas: mimetizan-
do y antagonizando su accién y/o alterando su patrén
de sintesis. La importancia del efecto del DEHP radica
fundamentalmente en que atraviesa placenta, por lo cual
la exposicion humana puede comenzar en ttero a través
del efecto toxico del MEHP (mono-etilhexil-ftalato) que
es su principal metabolito ®. Si bien en algunos paises
de la Comunidad Europea, EE.UU. y Canad4, se ha dis-
continuado su uso en la fabricacién de insumos médicos
y productos destinados a los nifios, en otros atn sigue
empledndose incluso en productos usados en el hogar.
No obstante haberse estimado que la exposicién huma-
na al DEHP es de 4-30 ug/kg/dia ", muchos individuos
estdn sometidos a una gran exposicion, ya sea por acti-
vidad laboral o por tratamiento médico. Tal es el caso
de los pacientes de didlisis ©y los neonatos prematuros
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que requieren cuidados intensivos ©®7 y estdn en contac-
to con cdnulas utilizadas para su tratamiento, las cuales
despiden continuamente ftalatos.

DEHP ha sido descrito como potente antiandré-
geno en machos. Recientemente se ha demostrado por
estudios “in vitro”, que tiene diferentes efectos sobre la
actividad transcripcional en receptores humanos pudien-
do actuar como agonista via receptores de estrégenos
tipo o (ERa) o como antagonista via los receptores de
estrogenos tipo 3 (ERP) y los receptores de andrégenos
(AR) ®. Este hecho permitiria explicar los efectos ad-
versos del DEHP sobre funcién gonadal, observadas en
ambos sexos.

En el aparato reproductor masculino, DEHP al-
tera la diferenciacion sexual y provoca malformaciones
gonadales (atrofia de tibulos seminiferos, vacuolizacion
de células de Sertoli, agenesia testicular, criptorquidea)
que conllevan a modificaciones en la funcién testicular
como disminucién de la espermatogénesis y a cambios
en el comportamiento sexual en animales de laborato-
rio @ 1% El mecanismo de toxicidad reproductiva de
DEHP estaria relacionado con sus efectos sobre la ex-
presion de genes asociados con el desarrollo testicular y
la sintesis de hormonas esteroideas, durante el periodo
critico de la diferenciacién sexual © 19,

En el sistema reproductor de la hembra, DEHP
produce retardo o supresion de la ovulacion, supresion
de la secrecion de estradiol, poliquistosis ovdrica, muerte
fetal, disminucién de edad gestacional, reduccién del ta-
mafio de la cria. Se ha evaluado el efecto del DEHP sobre
el sistema reproductor de la rata hembra sometida a este
disruptor durante el desarrollo (periodos fetal y lactancia),
observandose retraso en la aparicién de la apertura vagi-
nal y el primer estro. El mecanismo de accién propuesto
indicaria que el MEHP (mono-etil-hexil-ftalato), que es
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el metabolito activo del DEHP, inhibe la actividad de
la aromatasa en las células de la granulosa del ovario,
sugiriéndose que actuando a través del receptor inhibi-
ria la produccién de estradiol en el ovario, produciendo
anovulacién ¢ 19

En humanos se ha visto una diferencia sexual en
la toxicidad de DEHP, que seria dependiente de la edad
y que ocurria a mayor edad en la mujer que en el hom-
bre!'?., Esta observacion se fundamenta en el hecho que
sus efectos toxicos sobre del tracto reproductivo mascu-
lino se manifestarfan fundamentalmente durante el desa-
rrollo; mientras que en la mujer el 6rgano blanco seria el
ovario y su accién consistirfa en la alteracién del tiempo
normal de ovulacidn, resultando en ciclos hipoestrogé-
nicos anovulatorios y ovarios poliquisticos ¥. También
se ha sugerido un posible rol del DEHP en la induccién
o potenciacion de una respuesta uterina inflamatoria me-
diada por la induccidn de la secrecién de interleuquina-1
en células mononucleares 19, que podria ser la causa de
la disminucién de la edad gestacional y mayor tasa de
abortos observada en mujeres gestantes expuestas al toxi-
co. Asimismo, se ha propuesto un posible rol de DEHP
en la patogénesis de la endometriosis ' y en los meca-
nismos involucrados en el desarrollo puberal !¢ 17,

Si bien existen numerosos estudios de exposi-
cion pre y post natal al DEHP, en los que se han reporta-
do presencia de malformaciones en los érganos sexuales,
alteraciones en el desarrollo puberal y en la capacidad
reproductora en el adulto, no ha sido estudiado atn el
efecto de la exposicion multigeneracional y transgene-
racional al toxico. Se considera que contribuir a escla-
recer este punto podria resultar de importancia teniendo
en cuenta que los disruptores endocrinos son sustancias
que se caracterizan porque actian a dosis muy bajas y
sus efectos son acumulativos, pudiendo manifestarse en
la descendencia.

OBJETIVOS

La presente investigacion fue disefiada con el
objetivo de estudiar el efecto sobre la secrecion de gona-
dotrofinas, de la exposicién transgeneracional a DEHP
en ratas inmaduras de 30 dias de vida sin exposicién
directa al téxico, pero provenientes de progenitores ex-
puestos al disruptor endocrino desde su concepcién has-
ta el momento de su primer apareo.

MATERIALES Y METODOS

1. Animales:

Se utilizaron ratas Wistar adultas de ambos
sexos, provenientes del bioterio del Departamento de Fi-
siologfa, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos

Aires. Los animales pesaron 260 = 30 g las hembras y
210 = 20 g. Fueron observadas durante 2 semanas pre-
vias a la iniciacién de la experiencia, a fin de descartar
enfermedades. A través del estudio, los animales fueron
mantenidos en condiciones ambientales controladas de
temperatura (22-24°C) y bajo un periodo de luz /oscuri-
dad de 12 hs. (7.00 AM- 7.00 PM). Se les proporciond
agua y una dieta de comida standard de laboratorio. El
agua fue previamente analizada, a fin de constatar la
ausencia de contaminantes y/6 derivados de ftalato. Se
tomaron las precauciones para minimizar el dolor y el
disconfort de las ratas, de acuerdo a los principios y pro-
cedimientos establecidos en el European Communities
Council Directives (86/609/EEC) and FRAME guideli-
nes (FRAME Reduction Committee November 1999).

En la primera parte del estudio se realizaron
apareos colocando 1 macho y 1 hembra (en periodo estro
del ciclo estral) por caja, durante 4 dias. Los animales fue-
ron examinados diariamente para detectar la pérdida del
tapon vaginal y se consider6 dia 1 de la gestacion (GD1),
el dfa en que éste fue hallado en el fondo de la caja. En
ese momento el macho fue removido de la caja y las ratas
hembra prefiadas fueron sometidas a diferentes tratamien-
tos. Se trabaj6 con dos grupos experimentales: grupo con-
trol (C) y grupo expuesto al DEHP (DEHP).

2. Exposiciéon al DEHP:

A partir del D1 y durante la lactancia, las hem-
bras prefiadas fueron expuestas a agua conteniendo 325
ul/l de DEHP (99% de pureza, Cat D 20,115-4 Aldrich
Chemical Company, Inc, Milwankee, Wisconsin, USA).
Esta dosis fue elegida de acuerdo a la usada previamente
por Arcari y col. (18), prepardndose una suspensién ho-
mogénea de DEHP en agua libre de contaminantes y em-
pleando para ello un sonicador durante 30 min. El grupo
control recibié agua libre del téxico. A fin de asegurar
la ingesta del DEHP, las ratas gestantes fueron pesadas
diariamente y se midid el volumen de liquido ingerido.
La dosis de DEHP usada fue equivalente a 24 ug/kg/dia,
estimdndose el nivel de exposicién humana en poblacién
general entre 4-30 ug/kg dia.

3. Disefio experimental:

Para determinar el nimero de crias nacidas de
cada hembra prefiada, las cajas fueron examinadas a
intervalos frecuentes durante la gestacion. Después del
nacimiento las madres siguieron ingiriendo el DEHP en
el agua de bebida, colocdndose 8 crias por rata madre.
Esta proporciéon se mantuvo mediante el reemplazo de
las crias muertas por otras sometidas a igual tratamiento,
con el objetivo de permitir un desarrollo del peso similar
en cada grupo y asi poder controlar la dosis de DEHP in-
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gerida. Las crias tratadas fueron expuestas al DEHP du-
rante la lactancia y después del destete, a los 21 dias post
nacimiento (PND21), fueron separadas por sexo: macho
(M) y hembra (H) continuando la ingesta del t6xico en el
agua de bebida. Un grupo de estas ratas tratadas y de sus
respectivos controles fueron sacrificadas a los 30 dias de
edad, mientras que las restantes continuaron expuestas
al DEHP durante la vida adulta hasta el momento del
apareo, para ser usadas en la segunda parte del experi-
mento. Se controld periddicamente el peso, el tiempo de
apertura vaginal (como pardmetro de desarrollo puberal)
y se examinaron los caracteres sexuales secundarios.

En la segunda parte del experimento, que co-
rresponde al estudio del efecto transgeneracional del
DEHP, se utiliz6 las ratas nacidas en el primer ensayo.
Cuando éstas alcanzaron el peso adulto, se realizaron
apareos y en ese momento se suspendid la exposicion
al DEHP, reemplazandose por agua libre del disruptor al
igual que la proporcionada al grupo control.

Se trabajé con diferentes grupos de apareos
(H: hembras y M: machos): H-DEHP + M-DEHP; H-
CONTROL + M-DEHP; H-DEHP + M-CONTROL; H-
CONTROL + M-CONTROL. El procedimiento respecto
al periodo de gesta fue similar al detallado precedente-
mente para la primera parte de la experiencia. Luego del
nacimiento y durante la lactancia, las crias nacidas de
progenitores que habian sido expuestos al DEHP desde
su gestacion hasta el momento del apareo, continuaron
bebiendo agua libre de DEHP durante la lactancia y lue-
go del destete hasta el momento del sacrificio a los 30
dias de edad (PND30). Luego del destete de las crias, los
progenitores fueron sacrificados y se recogi6 la sangre
para medir los niveles de gonadotrofinas.

4. Recoleccion de sangre:

Los animales fueron sacrificados por decapita-
cién a los 30 dias post natal (PND30). El horario del
sacrificio fue entre las 16.00 y 17.00, respetando el ritmo
circadiano hormonal de la rata. Las ratas de 30 dias son
consideradas inmaduras sexualmente, correspondiendo

al periodo de vida peripuberal. Se recogié la sangre tron-
cal, se centrifugd durante 10 min a 2500 rpm, se separd
el suero y se guard6 a —20° C para la posterior determi-
nacién de gonadotrofinas.

5. Determinacion de LH y FSH:

LH y FSH plasmaticas fueron determinadas por
duplicado, usando la técnica de RIA de doble anticuer-
po. El material para el ensayo fue provisto por el NIA-
MDD Rat Pituitary Program (Bethesda). Los coeficien-
tes de variacién intra e interensayo fueron 8 % y 10 %,
respectivamente. Los resultados se expresaron en ng/ml
de suero, en términos de la preparacion de referencia.

6. Analisis estadistico:

Los resultados fueron expresados como Media
+ Desviacién Standard. El nivel de significacién fue ha-
llado por andlisis de varianza (ANOVA). La diferencia
de significacién entre medias fue determinada con Stu-
dent Newman Keulls. Las diferencias entre las medias
de dos grupos experimentales fueron calculadas por Stu-
dent’s “t” test, considerdndose significativo p<0.005.

RESULTADOS
Primera parte del experimento:

El nivel de paricién y el nimero de crias naci-
das vivas ente los grupos control y DEHP fue del 100%.
La ganancia de peso corporal entre las ratas prefiadas ex-
puestas al DEHP y los controles fue similar. En la Tabla
1 se observa que no hubo diferencias significativas en
el peso corporal al nacer y a través de las etapas post-
natal pre y peripuberal, de las crias expuestas al DEHP
respecto al grupo control. Sin embargo se hall6 una dis-
minucidn significativa en los pesos de testiculo. Cuando
se observaron los caracteres sexuales secundarios se ve-
rific un 25% de criptorquidea en el total de los machos
nacidos de este primer apareo. Asimismo se detecté un
retraso en apertura vaginal de las hembras tratadas con
el téxico (54 = 1 dias DEHP vs 39 = 1 dias Control)

Tabla 1. Peso corporal y de génadas desde el nacimiento hasta PND30 en crias expuestas al
DEHP pre y postnatal (* p< 0.001)
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En las figuras 1 y 2 se muestran los niveles de
LH y FSH hallados en ratas hembra y macho de 30 dias
(PND30) que fueron expuestas al DEHP desde el dia
primero de la gestacion (GD1), durante la lactancia y
después del destete hasta el sacrificio en la etapa peripu-
beral. En ratas macho se observé una significativa dis-
minucion en los valores de FSH, sin modificaciones de
esta gonadotrofina en las hembras y en los niveles de LH
en ambos sexos.

Segunda parte del experimento:

Teniendo en cuenta las alteraciones sobre el
eje reproductor detectadas en ratas macho periptiberes
expuestas al DEHP intratitero y durante la maduracién
sexual, a otro grupo de ratas de ambos sexos con similar
tratamiento al proporcionado en el primer experimento,
se les continud suministrando el disruptor hasta la edad
adulta. En el momento en que fueron puestas en apareo,
el agua de bebida conteniendo DEHP fue reemplazada
por otra libre de €l. Es de destacar que se logré una tasa
de prefiez de las hembras del 75% aproximadamente y
que el tiempo en lograr la prefiez fue mds prolongado.

Fig. 1 Fig. 2

En las figuras 3, 4 se muestran los resultados de
las determinaciones de gonadotrofinas en ratas macho
de 30 dias (PND30) sin tratamiento, nacidas de progeni-
tores expuestos previamente al DEHP en los periodos
pre y post natal. Puede apreciarse una situacién similar
al primer experimento:

A. Significativo descenso en los niveles de FSH
en las crias macho de 30 dias (PND30) prove-
nientes de apareos con machos expuestos intra
utero al disruptor (H-DEHP+M-DEHP vs. H-
CONTROL+M-DEHP CONTROL: 43.33 + 6.6
vs. 230.6 + 38.5, p<0.001; H-CONTROL+M-
DEHP vs.H- CONTROL+M-CONTROL.: 153.3
+ 20.2 vs. 230.6 + 38.5, p<0.01); sin detectarse
cambios de FSH en las ratas macho PND30
provenientes de machos no expuestos (H-
DEHP+M-CONTROL vs. H-CONTROL+M-
CONTROL: 210 £ 20.1 vs. 228.5 + 17).

B. Ausencia de cambios en la secrecion de LH
(ng/ml) en todos los grupos de ratas macho
PND30 (H- DEHP+M-DEHP: 10.6 + 1.5; H-
CONTROL+M-DEHP: 8.2 + 2.4; H-DEHP+M-
CONTROL: 11.2 £+ 1.4; H-CONTROL+M-
CONTROL: 12.1 + 1.5).
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Segun puede verse en las figuras 5 y 6, no se
detectaron modificaciones en la secreciéon de LH y FSH
en las crias hembras PND30 provenientes de todos los
grupos de apareo, en coincidencia con lo observado pre-
viamente en los animales de la misma edad que fueron
expuestos al téxico via placenta y postnatalmente.

Por otra parte, se detecté disminucién de FSH
(p<0.001) en los progenitores machos expuestos desde
su gestacion al DEHP en relacion a los controles (DEHP:
270.3 £33.7 vs CONTROL.: 458.5 + 47.7).

Si bien la progenie resultante de los distintos
grupos de apareos no tuvo exposicion directa al téxico,
se hallé un descenso significativo del peso testicular
(Fig. 7), a semejanza de lo observado anteriormente en
las crias tratadas intra dtero. La disminucion del peso
registrada en las crias macho PND30 fue: 57.5% para
H-DEHP + M-DEHP y 47.3% para H-CONTROL + M-
DEHP vs 47% intra utero y lactancia.

En la figura 8 se muestra la magnitud del efec-
to del DEHP sobre la secreciéon de FSH ratas macho
PND?30, en las diferentes condiciones de exposicion al
toxico. El porcentaje de disminucién en la secrecion de

Fig. 5§

LHEN RATAS HEMBRA PERIPUBERES (PND30) SIN
TRATAMIENTO, NACIDAS DE PROGENITORES EXPUESTOS A DEHP

0 H-CONTROL +V-CONTROL
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FSH fue: 68% para la exposicién desde la vida intrau-
terina hasta el sacrificio vs 72% para las crias no ex-
puestas, pero nacidas de apareos de ambos progenitores
sometidos previamente al tratamiento con DEHP. Por lo
tanto, el descenso producido por la exposicion transge-
neracional al disruptor endocrino estudiado mostré ser
cuantitativamente similar al ocasionado por la exposi-
cion directa via placenta, lactancia e ingesta.

DISCUSION

El desarrollo del sistema reproductor masculino
es andrégeno dependiente y por lo tanto vulnerable a an-
tiandrégenos. Los esteres de ftalato, entre ellos el DEHP,
han mostrado tener efectos toxicos en animales inma-
duros y adultos. Su accién antiandrogénica puede alterar
la homeostasis hormonal y producir efectos teratogéni-
cos cuando la exposicién comienza en periodos criticos
de la diferenciacion sexual.

En estudios previos!"” realizados en ratas de
laboratorio, hemos demostrado que la exposicién pre
y post natal a DEHP, via placenta y lactancia, produce
alteraciones en el desarrollo gonadal de ratas macho y
modifica los mecanismos neuroendocrinos involucrados

Fig. 6
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en el desarrollo puberal. En estos animales, existiria una
correlacion entre los cambios en los niveles plasmaticos
de gonadotrofinas hipofisarias y las concentraciones de
neurotransmisores hipotaldmicos excitatorios e inhibito-
rios, cuyas neuronas secretorias hacen sinapsis con las
neuronas Gn-RH localizadas en el nicleo predptico del
hipotdlamo medio basal.

Los hallazgos del presente trabajo confirman
la existencia de modificaciones en la secreciéon de FSH
en ratas macho inmaduras expuestas a DEHP a través
del agua de bebida, en dosis equivalente a 24 ug/kg/dia,
suministrada desde la gestacion hasta el sacrificio en la
etapa peripuberal (PND30). El descenso de FSH obser-
vado, se relacionaria con el aumento del tono gabaérgico
inhibitorio y la disminucién del tono estimulante de los
aminodcidos excitatorios, fundamentalmente aspartato,
reportado previamente en condiciones experimentales
semejantes . No se detectaron cambios en la secrecién
de gonadotrofinas hipofisarias en las hembras PND30
sometidas a similar tratamiento; sin embargo se observo
un retraso en la apertura vaginal, que podria relacionar-
se con el aumento en la concentracion hipotalamica de
GABA producido por DEHP 9.

El efecto del DEHP observado en la descen-
dencia no expuesta, de progenitores macho previamente
tratados con el toxico desde la vida intrauterina, también
se reflejé en disminucién de FSH en machos en la etapa
de maduracidén sexual. La accién del DEHP fue similar
cuali y cuantitativamente en ambas condiciones experi-
mentales. Se evidencié en el porcentaje de disminucién
de la secrecién de FSH y en el descenso del peso testi-
cular, siendo atn mds notable cuando las crias prove-
nian del apareo de ambos progenitores tratados con el
disruptor. No se encontr efecto en la descendencia no
expuesta, provenientes del apareo de hembra tratada y
macho sin tratamiento previo.

Se detectaron diferencias sexuales en efecto
del DEHP, ya que no se observaron cambios en la se-
crecién de gonadotrofinas en las ratas hembra en ambos
esquemas de tratamiento. Estos resultados podrian ex-
plicarse por la diferente toxicidad del DHP en machos
y hembras, que serfa dependiente de la edad: ocurria en
periodos tempranos de la diferenciaciéon y maduracion
sexual masculina produciendo alteraciones en el desa-
rrollo fetal testicular, mientras que la potencial toxicidad
en el aparato reproductor femenino se manifestaria mas
tardiamente provocando ciclos anovulatorios, ovarios
quisticos, endometriosis y abortos .

Los mecanismos moleculares por los cuales el
DEHP ejerce su toxicidad sobre los ejes reproductores
femenino y masculino, son diferentes y ain no estdn
completamente dilucidados.

En machos, el efecto anti-androgénico del toxi-
co estaria relacionado primariamente con la reduccién
de la produccién de testosterona. Segun Park y col @0
el efecto de DEHP “in utero” y la induccién de malfor-
maciones testiculares, correlaciona con disminucion en
la produccién de testosterona durante la diferenciacion
sexual, indicando que en esta etapa el téxico ejerceria
su accion disruptora reduciendo el esteroide a niveles
semejantes a los que presentan los fetos hembra de ra-
tas. También se ha informado que el MEHP, principal
metabolito activo del DEHP, reduce la unién de FSH a
las células de Sertoli, siendo éste al menos uno de los
posibles mecanismos responsables de su toxicidad testi-
cular®”. Recientemente, se ha sugerido que la supresion
en los niveles de testosterona en ratas macho expues-
tas a DEHP desde el periodo fetal, podria deberse a una
“downregulation” en la expresion de receptores nuclea-
res y enzimas involucradas en la esteroideogénesis en las
células de Leydig 2.

En ratas hembra se ha sugerido un modelo por
el cual DEHP a través de su metabolito, el MEHP, no
ejerceria su efecto actuando sobre receptores estrogéni-
cos sino via los receptores nucleares PPAR; es decir que
actuaria como un inhibidor enzimatico de la actividad de
la aromatasa siendo capaz de suprimir la produccién de
estradiol en las células de la granulosa del ovario y este
efecto estaria mediado por la activacién de los PPAR por
el DEHP ¥,

Los resultados de este estudio preliminar in-
dican la existencia de cambios en la secreciéon de FSH
tanto en ratas macho inmaduras expuestas al DEHP pre
y post natalmente como en aquellas sin tratamiento pero
provenientes de progenitores macho expuestos. Hemos
aportado datos no existentes en la bibliografia respecto
a la exposicion transgeneracional, ya que la mayoria de
los trabajos han centrado su interés en los efectos de los
disruptores endocrinos a través de la exposicion direc-
ta, gestacional y/o durante la lactancia, sin considerar
posibles efectos acumulativos, residuales o tardios. No
obstante, son necesarios mds estudios para conocer los
mecanismos subyacentes que serian los causantes de su
toxicidad transgeneracional a nivel gonadal.

CONCLUSIONES

El DEHP podria alterar el eje gonadal de ratas
macho inmaduras nacidas de machos expuestos al toxi-
co, aun sin haber tenido una exposicién directa duran-
te la gestacion y lactancia. Los resultados preliminares
concuerdan con la hipdtesis respecto a la patogenia de
distintos desérdenes causados por disruptores endocri-
nos, que sugiere que éstos podrian modificar la homeos-
tasis hormonal con una expresién de efecto, que puede
ser tardia o incluso transgeneracional.
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