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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el
efecto de una dosis baja de bisfenol A (BPA) sobre el eje
reproductor de ratas macho preptiberes, expuestas du-
rante la gestacién y la lactancia.

Se trat6 a ratas hembra prefiadas con una dosis
aproximada de exposicion de BPA de 3 ug, administra-
do en el agua de bebida, y el tratamiento continué du-
rante la lactancia. Las crias macho fueron sacrificadas a
los 35 dias de vida, etapa prepuberal. Se evalué el peso
corporal durante el desarrollo de las crias y al momento
del sacrificio, como asi también los pesos testiculares y
de vesiculas seminales y sus respectivos pesos relativos.
Las ratas se sacrificaron por decapitacion y se recolectd
sangre troncal para la determinacion de LH, FSH y tes-
tosterona. Se realizé ademds estudio histolégico de teji-
do testicular. El peso corporal al momento del sacrificio
fue significativamente superior en el grupo expuesto a
BPA en comparacién con el grupo control; el peso testi-
cular disminuy¢ significativamente; el peso de vesiculas
seminales y los pesos relativos de testiculo y de vesicu-
las seminales no se modificaron con el tratamiento.

Los niveles de LH y FSH se incrementaron sig-
nificativamente con el tratamiento y los de testosterona
no mostraron cambios significativos. El estudio histo-
16gico mostrd la luz de los tibulos seminiferos dismi-
nuida por la presencia de células inmaduras de la serie
espermatica. Nuestros resultados demuestran que la ex-
posicidn a bajas dosis de BPA durante la gestacion y la
lactancia altera la normal funcidn del eje reproductor de
ratas macho prepuberes.

Palabras clave: bisfenol A, eje reproductivo, ratas ma-
cho preptiberes.

Abstract

The objective of the present work was to study
the effect of a low dose of bisphenol+ A (BPA) on the
reproductive axis of prepuberal male rats, exposed to it

during gestation and lactation period. Pregnant female
rats were treated with an estimated average dose of ex-
posure of 3 ug/kg/day of BPA, administered in drinking
water, this treatment continued during lactation period.
Male pups were sacrificed at 35 day of life, at prepuberal
stage. Body weight was evaluated during development of
the pups and at the moment of sacrifice, testis and semi-
nal vesicles weight was determined and relative weights
were also analyzed. Rats were sacrificed by decapitation
and troncal blood was collected in order to determined
LH, FSH and testosterone serum levels. Hystological
studies of testis tissue were also performed. Body weight
at the moment of sacrifice was significantly higher than
control group body weight, testis weight decreased sig-
nificantly, meanwhile seminal vesicle weights and rela-
tive weights were not modify by treatment. LH and FSH
serum level were increased by treatment and testosterone
did not show changes. Histological studies showed the
lumen of seminal tubes was reduced due to the presence
of immature cells of the spermatic lineage. Our results
demonstrated that exposure to a low dose of BPA during
gestation and lactation alters the normal function of the
reproductive axis of prepuberal male rats.

Key words: bisphenol A, reproductive axis, prepuberal
male rats.

Introduccién

Los disruptores endocrinos (DE) han sido de-
finidos por la Agencia de Proteccién Ambiental Nor-
teamericana (U.S. EPA), como: “Sustancias exogenas al
organismo, naturales o sintéticas, que interfieren con la
produccidn, liberacién, transporte, metabolismo, unién,
accion bioldgica o eliminacion de las hormonas respon-
sables del mantenimiento de la homeostasis y regulacién
del desarrollo” (1).

Datos bibliogréificos sugieren que los DE son
capaces de actuar sobre los distintos niveles del eje re-
productor (hipotdlamo-hipdfisis-génadas). Actualmente se
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considera que los mecanismos de desarrollo y la progra-
macidn del eje durante la vida fetal pueden ser la venta-
na de mayor sensibilidad para afectar de forma perma-
nente la actividad de este eje endocrino. Los estadios
mas vulnerables a la disrupcién endocrina parecen ser el
periodo prenatal y posnatal temprano, ya que es el mo-
mento en que los drganos y los sistemas neurales expe-
rimentan cambios rdpidos. La organizacién del control
neuroendocrino del eje reproductor, por ejemplo, no estd
completa al momento del nacimiento y permanece sen-
sible, por lo tanto, a la interaccion de los esteroides o de
los DE en el periodo neonatal. La pubertad y la perime-
nopausia también son periodos sensibles a la disrupcion,
debido a los cambios hormonales que ocurren durante su
transcurso (2).

El bisfenol A (BPA) es un DE utilizado en la
fabricacion de plésticos policarbonatos, que estan pre-
sentes en la mayoria de los envases alimenticios, resi-
nas epoxi que cubren el interior de las latas de conserva,
fabricacion de pegamentos de uso habitual, cafierias y
selladores dentales usados en odontologia. Estudios pre-
vios han demostrado que el BPA interfiere con la activi-
dad de los estrogenos enddgenos, modificando las vias
de transduccién y mecanismos de accion de estas hor-
monas sexuales en los diversos tejidos blanco. Algunos
de estos efectos estarian mediados por la capacidad del
BPA de unirse a ambas isoformas del receptor estrogéni-
co, ERa y ER, lo que pondria en marcha vias de sefiali-
zacion intracelular, que modificarfan de manera variable
la expresion de genes respondedores a los estrégenos
(3-6). Sin embargo, estudios recientes han demostrado
que el BPA actuaria via receptores de membrana y po-
dria activar cascadas de sefializacion intracelular a muy
bajas concentraciones. Por otra parte, se ha descripto
que el BPA posee también actividad antiandrogénica ya
que al unirse al receptor de andrégenos (AR) inhibe su
interaccion con la hormona esteroidea, la translocacion
nuclear del propio receptor y la interaccién de AR con
su coactivador (7). Asimismo, estudios de Ramos y cols.
han demostrado que la exposicién a BPA durante la ges-
tacion produce disminucidn de la expresion del receptor
androgénico (8).

Datos epidemioldgicos muestran un incremento
notorio de trastornos de la funcién reproductiva tanto en
animales como en el hombre, lo que sugiere una posible
relacién entre éstos y el creciente nimero de DE presen-
tes en el medio ambiente. Los principales efectos de la
exposicion a los DE sobre la fertilidad masculina inclu-
yen: deterioro de la calidad del esperma, alta incidencia
de criptorquidia e hipospadias, aumento de la incidencia
de cancer testicular y de prdstata, entre otros (9,10).

Reportes previos demuestran que en ratas ma-
cho la exposicion a una dosis de BPA de 2,4 ug entre

los dias 21 y 35 de vida posnatal disminuye los niveles
séricos de LH y testosterona. Dicha exposicién se asoci6
ademds a un aumento del tamafio prostatico, disminu-
cion del peso del epididimo y de la produccién diaria de
espermatozoides (11).

Considerando estos hallazgos previos, el obje-
tivo de este trabajo fue estudiar los efectos de una dosis
baja (3 pg/kg/dia) de BPA sobre el eje reproductor de
ratas macho preptiberes expuestas al DE durante la ges-
tacion y la lactancia.

Materiales y métodos
Animales y tratamiento

Se utilizaron ratas Wistar hembra (peso 250-
300 g) provenientes del Departamento de Fisiologia, Fa-
cultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires. Los
animales fueron alojados individualmente en jaulas me-
talicas con viruta de madera, mantenidos en un ambien-
te de luz y temperatura controladas (periodo de luz de
07:00 a 19:00 h, T: 22-24 °C) y con acceso al alimento y
al agua de bebida ad libitum. Los experimentos comen-
zaron luego de la aclimatacién al ciclo de luz-oscuridad
durante una semana, momento en el cual una rata Wistar
macho (peso 300-350 g) y una hembra fueron alojadas
en una misma jaula, hasta que el apareamiento fue con-
firmado por la presencia del tapon vaginal. El dia de su
aparicion fue considerado dia de gestacion 0 (DGO). Las
hembras prefiadas fueron separadas y colocadas indivi-
dualmente en cajas metdlicas. Se administr6 a las ratas
madre etanol 0,1% (grupo control, n=10) o BPA (4,4°
isopropylidene-diphenol, MP Biomedicals LLC, Ger-
many) disuelto en etanol (grupo tratado, n=10), desde
el inicio de la gestacion (DG 0) y durante el periodo de
lactancia, 21 dias luego del nacimiento (DPN 21), mo-
mento en el cual las crias macho fueron destetadas, fina-
lizando asi el periodo de tratamiento. Los animales fue-
ron sacrificados a los 35 dias de vida, etapa prepuberal.

El BPA fue disuelto en etanol 100% hasta una
concentracion de 0,3 mg/ml; se realizé posteriormente
una dilucién 1:10 con agua corriente para obtener una
concentracion de BPA de 30 pg/ml realizando luego una
dilucién 1:1000 para llegar a la concentracion final de 30
ug. La dosis aproximada de exposicion (DAE) fue de 3
ug/kg/dia. Estas estimaciones fueron realizadas median-
te la observacién y medicion de la diferencia de cantidad
de agua colocada inicialmente en la botella y la canti-
dad remanente al dia siguiente. Los cdlculos asumen
que toda el agua faltante en la botella fue consumida,
no se tuvo en cuenta una posible pérdida o evaporacion
del agua o la pérdida de actividad del BPA durante el
periodo de 24 h. El nivel de BPA que afect6 a las crias
durante la gestacién o el ingerido posnatalmente por las
crias durante el periodo de lactancia no fueron tenidos
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en cuenta en estos experimentos. Es importante tener en
cuenta que la dosis baja que produce efectos adversos
(LOAEL) establecida para el BPA por la U.S. EPA es de
50 mg/kg/dia y la dosis considerada segura para el hu-
mano es de 50 pg/kg/dia (12). La dosis utilizada en estos
experimentos fue similar a la mayor dosis de exposicion
humana reportada en trabajos previos (13,14). Por otra
parte, es importante aclarar que la ruta de administracion
oral fue elegida para mimetizar la ruta mds comin de
exposicion al BPA en los humanos.

Efecto del BPA sobre el desarrollo

Luego del nacimiento, se determind el nime-
ro de crias, se realiz6 un examen fisico detallado y se
controld el peso a lo largo de su crecimiento y hasta el
dia del sacrificio, momento en el cual se determiné el
peso de 6rganos sexuales y el peso corporal. Finalmente
se calcularon los pesos relativos de cada 6rgano ([peso
drgano/peso corporal-peso érgano] x 100).

Efecto del BPA sobre hipdfisis y organos reproductores

Para evaluar los efectos del BPA sobre las gona-
dotrofinas, la secrecién de testosterona y la morfologia
de organos reproductores, luego de la decapitacion se
recolectd sangre troncal y se determind la concentracion
sérica de LH y FSH por radioinmunoensayo (RIA), y de
testosterona por electroquimioluminiscencia (EQLIA).
A su vez, se extrajeron los testiculos para realizar los
estudios histoldgicos correspondientes.

Determinacion de LH, FSH y testosterona

La concentracion sérica de LH fue determinada
por duplicado utilizando un radioinmunoensayo (RIA)
con doble anticuerpo. El material para los ensayos fue
provisto por el NIAMDD Rat Pituitary Program. Los
coeficientes de variacion intra e interensayo fueron del
8% y 10%, respectivamente. Los resultados se expresan
en ng/ml de acuerdo con la preparacion de los estanda-
res de referencia (rat LH-IRP1). La concentracion sérica
de FSH fue determinada por duplicado utilizando un ra-
dioinmunoensayo (RIA) con doble anticuerpo. Los ma-
teriales para el ensayo fueron provistos por el NIAMDD
Rat Pituitary Program. Los coeficientes de variacion
intra e interensayo fueron del 8% y 10%, respectiva-
mente. Los resultados se expresan en ng/ml de acuerdo
con la preparacion de los estdndares de referencia (rat
FSH-IRP1). La concentracion sérica de testosterona fue
determinada por un inmunoensayo competitivo provis-
to por VITROS (Immunodiagnostic Products Estradiol
Reagent Pack, Ortho Clinical Diagnostics by Johnson
and Johnson Company). Los coeficientes de variacién
intra e interensayo fueron del 3,1% y 7,0% respectiva-
mente. Los resultados se expresan en pg/ml.
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Estudios histologicos

Posteriormente a la diseccion, cortes de testicu-
los fueron fijados durante 24 h por inmersién en liquido
de Bouin a 4 °C. Luego las muestras fueron deshidra-
tadas utilizando concentraciones crecientes de etanol,
aclaradas en xileno y embebidas en Paraplast durante
6 horas (Fisherbrand, Fisher, WA, USA). Se realizaron
cortes transversales de 7 wm con micr6tomo, se mon-
taron en portaobjetos gelatinizados y se colorearon con
la técnica de hematoxilina-eosina y tricrémico de Mas-
son. Finalmente las secciones fueron examinadas con un
microscopio Nikon microphot fx y fotografiadas digital-
mente (Nikon, Coolpix 4500).

Andlisis estadistico

Las diferencias entre medias de 2 grupos expe-
rimentales fueron calculadas por el test de Student. Un
valor de p<0,05 fue considerado significativo.

Resultados
Efectos del bisfenol A sobre el desarrollo

1. Determinacién del peso corporal

El peso de los animales fue controlado peri6-
dicamente desde el dia del nacimiento hasta el dia del
sacrificio (dias 1, 7, 14, 21 y 35 dias). Los animales tra-
tados con BPA mostraron un descenso significativo de
su peso corporal al nacer y a los 7, 14 y 21 dias de vida;
se observé un aumento significativo de este a los 35 dias
de vida, ** p <0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001 vs. con-
trol (FIGURA 1).

2. Observacion de descenso testicular

Se realiz6 por examen macroscépico la obser-
vacién de descenso testicular entre los dias 16 y 22 de
vida de los animales, no se encontraron alteraciones en
este parametro del desarrollo en los animales tratados.

Peso (gramos)

Edad (dias)

Figura 1. Peso corporal de los animales desde el dia del naci-
miento hasta el dia del sacrificio (dias 1, 7, 14, 21 y 35 dias).
** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001 vs. control.
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3. Peso testicular, peso de vesiculas seminales
y pesos relativos

Se pesaron los testiculos y vesiculas seminales
(VS) extraidos luego del sacrificio y se calculd su peso
relativo (PR), PR = (peso tejido/peso corporal) — (peso
tejido) x 100, relacionando asi el peso del tejido al peso
corporal del animal. Se observé una disminucién esta-
disticamente significativa del peso testicular. El peso de
vesiculas seminales mostr6 una tendencia a la disminu-
cion, que no fue estadisticamente significativa. Los pe-
sos relativos correspondientes no sufrieron modificacio-
nes. En la Tabla I se muestra ademds el peso corporal
al momento del sacrificio (35 dias), como se comentd
previamente este mostré un aumento significativo en los
animales expuestos a BPA con respecto al grupo control
(TABLAI). ** p<0,01 *** p<0,001 vs. control.

Efectos del BPA sobre la hipdfisis y organos reproductores
Efectos del bisfenol A a nivel hipofisario

1. Determinacion de los niveles séricos de go-
nadotrofinas, LH y FSH

Se observé un aumento significativo de los ni-
veles de LH y FSH en los animales expuestos a BPA
(FIGURAS 2y 3), * p<0,05 vs. control.
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Efectos del bisfenol A a nivel testicular

1. Niveles de testosterona

Los niveles séricos de testosterona no se modi-
ficaron significativamente en los animales tratados res-
pecto de los controles (FIGURA 4).

2. Estudios histolégicos

El estudio histol6gico mostré que la luz de los
tibulos seminiferos de los animales expuestos a BPA se
encontraba ocupada por células inmaduras de la serie
espermatica (FIGURAS 5y 6).
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Figura 3. Niveles séricos de FSH. Cada columna representa la
media = SEM (n=6-11), * p<0,05 vs. control.
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Figura 2. Niveles séricos de LH. Cada columna representa la
media + SEM (n=6-11), * p<0,05 vs. control.

Figura 4. Niveles séricos de testosterona. Cada columna repre-
senta la media + SEM (n=8-12).

CONTROL BPA
Peso corporal (g) 83,3+ 1,0 105,5 + 2,6***
Peso testicular (g) 0,358 + 0,007 0,304 + 0,007 **
Peso de vesicula seminal (g) 0,050 + 0,005 0,040 + 0,006
Peso testicular relativo 0,363 + 0,008 0,339 + 0,004
Peso de VS relativo 0,058 + 0,007 0,049 + 0,004

Tabla 1. Peso corporal, testicular y vesiculas seminales y pesos relativos al momento del sacrificio.. ** p<0,01 *** p<0,001 vs. control
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CONTROL
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BPA

Figura 5. Defalle de t0bulos seminiferos en cortes transversales de testiculos de ratas control y tratadas. Aumento: 125X.

CONTROL

BPA

Figura 6. Se observa a mayor detalle la ocupacién de las luces de los tdbulos seminiferos por restos celulares de la serie espermd-

tica. CS: células de Sertoli. Aumento: 400X.

Discusion

Los resultados demuestran que la exposicion a
una dosis baja de BPA durante las etapas pre y posnatal
modifica la actividad del eje hipotdlamo-hip6fiso-gona-
dal en ratas macho preptberes.

Al analizar los pardmetros de desarrollo, se ob-
servo en los animales tratados con BPA una disminucién
significativa de su peso corporal al nacery alos 7, 14y
21 dias de vida, y se observé un aumento significativo
de éste a los 35 dias de vida. Otros autores han repor-
tado variaciones en el peso corporal y los resultados al
respecto son controvertidos. Kwon y cols. (15) no ob-
servaron cambios en el peso corporal de ratas de la cepa
Sprague-Dawley expuestas a altas dosis de BPA durante

la gestacion y la lactancia, administrando BPA por via
oral mediante una sonda. Rubin y cols. (16) reportaron
aumento de pesos corporales en crias hembra de madres
tratadas desde el dia 6 de prefiez y hasta la lactancia,
cuando el BPA se administrd por via oral en el agua de
bebida, en un disefio experimental semejante al emplea-
do por nosotros. Los distintos resultados obtenidos por
los grupos de trabajo podrian estar relacionados con la
dosis y via de administracion, o bien con la cepa de ani-
males utilizados, como ha sido reportado previamente
(17). El incremento de peso corporal observado en nues-
tros animales a los 35 dias de vida podria estar relacio-
nado con la presencia de receptores para estrégenos en
el tejido adiposo. El metabolismo del tejido adiposo es
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modulado por hormonas esteroideas, por lo tanto, puede
ser afectado por los DE; en este sentido, estudios reali-
zados in vitro con lineas celulares humanas han demos-
trado que el BPA estimula la acumulacién de lipidos
(18). Por otra parte, se ha reportado que la exposicién
a BPA durante el periodo peri y posnatal incrementa la
masa de tejido adiposo y los niveles de colesterol sérico
en ratones (19). La unién de BPA a receptores estrogé-
nicos podria regular la funcién del adipocito y ser res-
ponsable del incremento de peso observado a los 35 dias
de vida en nuestros animales. El peso testicular mostré
una disminucién significativa, mientras que el peso de
las vesiculas seminales, efector androgénico, mostré una
tendencia a la disminucidén pero esta no resultd estadis-
ticamente significativa. Los respectivos pesos relativos
mostraron también una tendencia a la disminucién que
no fue significativa. El peso testicular depende en gran
medida del nimero de células de Sertoli. La prolifera-
cion de estas células ocurre en un preciso periodo que
se inicia durante la vida fetal y contintia durante la vida
neonatal (20). En nuestros animales, el peso testicular
descendi6 con el tratamiento y de acuerdo con las ob-
servaciones histoldgicas, las células de Sertoli podrian
encontrarse afectadas en su morfologia. Estos efectos
estarfan dados por la unién del BPA a los receptores
estrogénicos (ERP) presentes en las células de Sertoli.
Estos receptores se expresan en etapas tempranas del
desarrollo, precisamente en la etapa fetal y en etapas
posteriores (21). El BPA al unirse a ellos podria alterar
la morfologia de estas células y, ademads, podria reducir
su nimero y, consecuentemente, ocasionar modificacién
del peso testicular y la organizacién tubular (22). En este
sentido, el estudio histolégico mostré que la luz tubular
se encontraba ocupada por células inmaduras de la serie
espermatica, este hallazgo sugiere un efecto indirecto
del BPA sobre el epitelio germinal, como se ha descripto
previamente (23). Es conocido que la translocacién de
células germinales del compartimiento basal al luminal
ocurre por cambios conformacionales en el margen late-
ral de las células de Sertoli, por lo tanto, la presencia de
células inmaduras de la serie espermatica en la luz del
tubulo podria deberse a hipoplasia o hipertrofia de las
células de Sertoli. Con respecto al efecto del BPA a nivel
hipofisario, observamos un aumento significativo de los
niveles séricos de gonadotrofinas, LH y FSH, los cuales
no fueron acompafiados de cambios significativos en los
niveles séricos de testosterona. En un trabajo previo he-
mos reportado disminucién significativa de los niveles
de testosterona, LH y FSH en animales expuestos duran-
te la gestacion y la lactancia a una dosis aproximada de
exposicion de 2,5 mg/kg/dia y estudiados durante la eta-
pa prepuberal (24). Akingbemi y cols. (11) observaron
efectos similares cuando los animales fueron expuestos
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durante la misma etapa a dosis bajas de BPA (2,4 ug).
Sin embargo, cuando los animales fueron expuestos a
la misma dosis pero desde la etapa prepuberal hasta la
adultez, encontraron un patrén similar al obtenido por
nosotros en este trabajo; aumento de LH sin cambios en
los niveles de testosterona. De lo expuesto en este traba-
jo y en otros realizados por diversos autores, se despren-
de que los niveles de gonadotrofinas y de testosterona
también serfan dependientes de la dosis de exposicién y
de la etapa del desarrollo en la que se exponen y estudian
los animales.

El aumento de los niveles séricos de LH obser-
vado en nuestros animales podria deberse a que a esta
dosis baja el BPA podria estar ejerciendo su efecto an-
tiandrogénico interfiriendo en la unién de testosterona
a sus receptores en hipotdlamo e hipdfisis, como asi
también provocando una disminucién de la expresion
del receptor androgénico a estos niveles, como se ha re-
portado previamente (7,8). De esta manera, el BPA im-
pediria el feed-back negativo ejercido fisiolégicamente
por la testosterona. Por otra parte, los animales tratados
mostraron también un aumento significativo de los ni-
veles séricos de FSH, el que podria deberse a un efec-
to del BPA sobre la secrecién de inhibina. Es probable
que el BPA disminuya la secrecion de esta hormona, lo
que llevaria a un aumento en los niveles séricos de esta
gonadotrofina. Seria importante entonces determinar los
niveles de inhibina en futuros trabajos para confirmar los
efectos del BPA sobre las células de Sertoli y sobre la
secrecion de esta hormona (25). Con respecto al efecto
del BPA sobre la testosterona, se ha reportado previa-
mente un efecto inhibitorio de este DE sobre las enzimas
de biosintesis de este esteroide (11). Este efecto no fue
observado en nuestros resultados, los niveles séricos de
testosterona no mostraron cambios significativos y es
probable que esto se deba a un mecanismo compensato-
rio activado “in vivo”, como por ejemplo, el incremento
de la secrecion de LH.

Nuestros datos demuestran que la exposicion a
una baja dosis de BPA durante la gestacion y la lactancia
altera el normal funcionamiento del eje hipotalamo-hi-
pofiso-gonadal de animales prepuberes. Estos resultados
ademads refuerzan los hallazgos planteados por diversos
autores sobre la importancia del momento de exposicion
del individuo al DE y la dosis a la cual estd expuesto.
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