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RESUMEN

Esta revision sistematica tiene como objetivo analizar los efectos del bisfenol A
en la reproduccion, realizando una busqueda y seleccion de estudios originales
publicados en las bases de datos PubMed y Web Of Science. El bisfenol A es un
producto quimico que se utiliza como monoémero o aditivo en la produccion de
polimeros sintéticos como el policarbonato y las resinas epoxi. Ambos se usan para la
fabricacion de envases de alimentos y bebidas como las botellas de agua, biberones y
las latas de conserva. Los cambios de temperatura y pH de estos materiales provocan la
hidrolisis de los polimeros, liberando bisfenol A que contamina el contenido de los
recipientes. A partir de estudios in vitro e in vivo, se ha demostrado la actividad
estrogénica de este compuesto; por ello, se analiza el impacto en la reproduccién que
puede llegar a tener como disruptor endocrino. Diversos experimentos con animales de
laboratorio (roedores) demuestran que el bisfenol A altera y perjudica la fertilidad de

machos y hembras durante el desarrollo fetal y la edad adulta.

Palabras claves: bisfenol A, policarbonato, resina epoxi, disruptor endocrino, fertilidad.

ABSTRACT

The aim of this systematic review is to analyze the negative effect of bisphenol A
on reproduction, searching and selecting original studies published in PubMed
databases and Web of Science. Bisphenol A is a chemical product which is used as
monomer or additive in the production of synthetic polymers such as polycarbonate and
epoxy resins. Both are used for the manufacture of food and beverage containers such as
water bottles, baby bottles and cans. Changes in temperature and pH of these materials
causes hydrolysis of polymers and bisphenol A migrates, contaminating the contents of
the containers. In addition, in vitro and in vivo studies have demonstrated estrogenic
activity of this compound; therefore, the impact that could have on reproduction as
endocrine disruptor has been analyzed. Experiments with laboratory animals (rodents)
show that bisphenol A induced alterations and damages on fertility. And either males or

females get affected during fetal development and adulthood.

Keywords: bisphenol A, polycarbonate, epoxy resin, endocrine disruptor, fertility.
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1. INTRODUCCION

11 INFERTILIDAD

La infertilidad o la incapacidad para concebir es un problema de proporciones
globales, millones de personas en todo el mundo sufren de infertilidad (Inhorn vy
Patrizio, 2015). Ha sido definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
una enfermedad del sistema reproductivo que se caracteriza por la no consecucion de un
embarazo clinico tras 12 meses 0o mas de relaciones sexuales habituales sin
anticoncepcion (WHO/UNEP, 2009).

La infertilidad se puede clasificar en primaria y secundaria. La primaria se define
como la ausencia de un nacimiento vivo en parejas que llevan juntas mas de cinco afios,
tiempo en el que ninguno de los dos ha usado anticonceptivos y la pareja expresa un
deseo de descendencia. La infertilidad secundaria se define como la falta de un nacido
vivo en parejas que llevan juntas mas de cinco afios desde el Gltimo nacimiento vivo de
la pareja femenina, periodo en el que ninguno de los dos ha usado anticonceptivos y
muestran un deseo de concebir otro hijo (Mascarenhas y cols., 2012).

Entre las parejas infértiles, se estima que la causa es predominantemente femenina
en 38% y masculino en 20%, mientras que 27% de los casos muestran anomalias ambos
y en el 15% restante no se identifica causa aparente de la infertilidad (Marques-Pinto y
Carlvaho, 2013).

Podemos hablar de las causas anatomicas de la infertilidad femenina que incluyen
anormalidades tuboperitoneales, endometriosis, miomas que distorsionan la cavidad
uterina, anomalias uterinas congénitas, y otras anomalias menos frecuentes del tracto
reproductivo (Abrao y cols., 2013). Por otro lado, las causas hormonales de la
infertilidad femenina implican no sélo trastornos del sistema reproductor (gj., trastornos
del eje hipotdlamo hipofisis gonadal), sino también las glandulas endocrinas no
reproductivas (ej., la tiroides, las glandulas suprarrenales y el pancreas) y los 6rganos no

endocrinos (ej., el higado y los rifiones) (Luciano y cols., 2013).

La etiologia de la infertilidad masculina puede estar relacionada con diferentes

factores congénitos o adquiridos que acttan a diferentes niveles: (a) nivel pre-testicular,



que a su vez incluye dos tipos de condiciones patolégicas, hipogonadismo
hipogonadotropo y trastornos coitales como la disfuncion eréctil y la eyaculacion
retrégada; (b) nivel post-testicular, que incluye obstruccion del tracto seminal, las
infecciones, enfermedades inflamatorias de las glandulas accesorias y la infertilidad
autoinmune; (c) nivel testicular, un gran nimero de patologias pueden conducir a
insuficiencia testicular primaria entre ellos criptorquidia, orquitis, trauma testicular,
torsiones, formas iatrogénicas, algunas enfermedades sistémicas y factores genéticos
(Krausz, 2011).

En los ultimos afios se ha visto una incidencia creciente de enfermedades de la
reproduccion humana y la consiguiente disminucion de descendencia en el mundo
entero; las alteraciones genéticas no pueden ser la respuesta a este fendmeno dado el
corto periodo en el que se ha registrado dicha disminucién. Por lo tanto, las sustancias
ambientales pueden ser responsables de las tendencias observadas (Woodruff y cols.,
2008, Balabanic y cols., 2011, Marques-Pinto y Carlvaho, 2013).

Una de las conclusiones mas significativas de la endocrinologia durante el siglo
pasado fue el reconocimiento de que algunos productos quimicos son capaces de alterar
el sistema endocrino de los organismos (Marques-Pinto y Carlvaho, 2013). Algunos de
esos compuestos denominados disruptores endocrinos (EDCs), tales como bisfenol A
(BPA), aditivo que se usa en la produccién de plasticos, tienen propiedades
estrogénicas, pueden impedir la accién adecuada del estradiol, un regulador clave de la

funcién reproductiva (Klenke y cols., 2016).

En esta revision sistematica se abordara el efecto que tiene el BPA en la
reproduccion basandose en los estudios realizados en animales de experimentacion

(roedores).

1.2  EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAL

Todas las funciones relacionadas con la reproduccion estan bajo el control de un
mecanismo endocrino: el eje reproductivo o eje hipotalamico-hipofisario-gonadal
(HHG) (llustracion 1). Los 6rganos que integran el eje HHG son el hipotdlamo y la
glandula pituitaria (o hipofisis) en el cerebro y las génadas, es decir, los ovarios y los

testiculos, en la periferia (Dagklis y cols., 2015).



No hay diferencias anatomicas o histoldgicas aparentes en el hipotdlamo o la
hipofisis entre ambos sexos; neuronas agrupadas forman nucleos que dan lugar a
sistemas neurosecretores que producen, transportan y liberan péptidos (Dagklis y cols.,
2015).

En ambos sexos, el hipotalamo esté en la base del cerebro, y se considera el centro
integrado del eje HHG, mediador de la estimulacion neuronal, hormonal y ambiental en
la reproduccion. El eje HHG controla dos procedimientos principales en ambos sexos:
(1) produccion de gametos; (2) sintesis de hormonas en las gbénadas. Estas dos
funciones se interrelacionan ya que las hormonas son esenciales en la produccion de
esperma y o6vulos. Asi mismo, la glandula pituitaria se encuentra por debajo del
hipotdlamo y se compone de la parte anterior (adenohipdéfisis) y posterior

(neurohipofisis); la adenohipdfisis forma parte del eje HHG (Dagklis y cols., 2015).

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAL
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llustracidon 1: Diagrama esquematico del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal (HHG). Las neuronas
kisspeptina y KNDy regulan la liberacion de kisspeptina, dependiente del feedback positivo o negativo
inducido por los esteroides sexuales liberados en las gonadas. A su vez, regulan la secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en las neuronas GnRH, poniendo en marcha el eje HHG.
lHustracion modificada de Skorupskaite y cols., 2014.



La hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH), se produce en las neuronas
GnRH ubicados en el nicleo arcuato en los roedores y area predptica del hipotdlamo. Se
libera de forma pulsatil y es transportada a través del sistema porta hipofisario a la
glandula pituitaria regulando la sintesis y la liberacion de la hormona foliculo

estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) (Dagklis y cols., 2015).

Los cambios en la frecuencia de pulso y la amplitud de la secrecion de GnRH
regulan la amplitud y frecuencia de FSH y LH. Estas hormonas son secretadas en el
sistema sanguineo y ejercen sus funciones en las gonadas, regulando la gametogénesis y
la esteroidegénesis. El ovario y el testiculo son ambos capaces de la produccion de
testosterona, estradiol y péptidos como la activina e inhibina (Dagklis y cols., 2015).

1.2.1 Eje hipotalamo-hipofisis-ovario

La actividad sexual de la mayor parte de las hembras de los mamiferos depende
de la repeticion de un ciclo reproductivo. Dicho ciclo se define como el conjunto de
acontecimientos fisiologicos que se producen en el ovario a intervalos de tiempo
ciclicos, debido a variaciones en los niveles hormonales (llustracion 2), y que concluyen

con la capacidad de reproducirse (Melmed y cols., 2011).

El ciclo reproductivo femenino estd regulado por el eje hipotalamo-hipofisis-
ovario (HHO), que esta constituido por tres sistemas perfectamente integrados:

hipotalamo, hipdéfisis o glandula pituitaria y ovario (Melmed y cols., 2011).

Las sefiales de inicio de un ciclo provienen del sistema nervioso central, cuya
funcién endocrina la desempefan el hipotdlamo y la glandula pituitaria. Las neuronas
GnRH hipotalamicas liberan de forma pulsatil GnRH en el sistema porta hipofisario,
ésta se une al receptor especifico en la adenohipofisis estimulando la secrecion de FSH
y LH (Beshay y Carr, 2013).

Las hormonas FSH y LH desencadenan el desarrollo de una serie de foliculos
dentro del ovario; éste comienza a secretar estradiol, que a su vez retroalimenta el eje
mediante un feedback positivo, actuando sobre hipotalamo e hipofisis y dando lugar al
pico-preovulatorio de LH. La LH desencadena la ovulacion de los ovocitos maduros, la
luteinizacion de las células de la teca y de la granulosa y la formacion del cuerpo llteo

(Strauss y Barbieri, 2013). Posteriormente, las hormonas ovaricas secretadas por el



cuerpo lateo, estrogenos y progesterona, ejercen un efecto de retroalimentacion negativo
inhibiendo la secrecion de GnRH a nivel hipotalamico y de FSH y LH a nivel
hipofisario (Hall, 2010). Finalmente, si no hay gestacion, el cuerpo luteo degenera y las
hormonas secretadas por el mismo disminuyen, dejando de ejercer esta accion

inhibitoria y originando el inicio de un nuevo ciclo ovarico (Hall, 2010).

El ciclo del estro, caracteristico de roedores, tiene una duracién de 4-5 dias. En
él, se distinguen las fases de diestro, proestro, estro y metaestro (Muthukumar y cosl.,

2013). Las caracteristicas principales de cada fase del ciclo se resumen en la Tabla 1.

TIPOS CELULARES EN EPITELIO

ESTADIOS DURACION CARACTERISTICAS VAGINAL
Diestro 6 horas Foliculo de varios tamafios. Muy pocas células y sin una forma
El cuerpo liteo continda  definida.
creciendo.
Proestro 60 horas El  foliculo tiene un  Células nucleadas, que en ocasiones

crecimiento rdpido y el  aparecen formando ramificaciones.
cuerpo lGteo se encuentra en
fase de regeneracion.

Estro 20 horas Las células germinales  Células escamadas.
sufren  su  maduracion.
Copulacion.
Metaestro 8 horas Ovulacion.  Foliculos muy  Abundante presencia de leucocitos que
pequerios. invaden el epitelio vaginal, acompafiados

de células nucleadas y mucus.

Tabla 1: Tabla que resume las fases del ciclo del estro. Goldman y cols., 2007
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llustracion 2: Diagrama de las fluctuaciones hormonales a lo largo del ciclo. llustracion modificada
de Goldman y cols., 2007.



1.2.2 Eje hipotalamo-hipofisis-testicular

La fisiologia reproductiva masculina no se organiza en ciclos; la espermatogénesis
estd regulada por el eje hipotdlamo-hipdfisis-testiculo (HHT). El hipotdlamo libera a
pulsos GnRH, sefial para que la glandula pituitaria libere LH y FSH (Alves y cols.,
2013).

La LH se une selectivamente a los receptores-LH de la superficie en las células de
Leydig para promover la produccion de testosterona. FSH actla a través de los
receptores de membrana de las células de Sertoli para estimular la produccion de
receptores de andrdgenos intracelulares, la produccién de inhibina y la sefializacion del

calcio (Dagklis y cols., 2015).

La produccion de inhibina por las células de Sertoli, asi como la testosterona y
estradiol por las células de Leydig, accionan la retroalimentacion negativa que reduce la
secrecion de GnRH y LH (llustracion 3) (Alves y cols., 2013).
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llustracién 3: Esquema simplificado del eje hipotdlamo-hipofisis-testicular. La inhibina producida en
las células de Sertoli (ST) y la testosterona producida en las células de Leydig (LC) accionan la
retroalimentacion negativa (-). lustracion modificada de Alves y cols., 2013.



Al igual que en el HHO, el estradiol tiene una implicacion importante en la
fisiologia masculina. Un delicado equilibrio de androgenos y estrogenos es fundamental
para el desarrollo testicular normal y la fertilidad en animales y seres humanos. Este
equilibrio puede ser interrumpido por la exposicion a EDCs (Zhang y cols., 2016). Los
estrogenos se producen en los testiculos por la aromatizacion de la testosterona (Alves y
cols., 2013); es metabolizada a través de la citocromo P450 (CYP450) aromatasa (Jin y
Yang, 2014).

Por ultimo en cuanto al eje HHG, cabe destacar que, las neuronas de GnRH no
expresan receptores de estradiol o testosterona en ninguno de los sexos. Por lo tanto, las
acciones de retroalimentacion de los esteroides sexuales son mediados por los sistemas
neurosecretores vecinos (Dagklis y cols., 2015). Las neuronas Kisspeptina y KNDy
(neuronas kisspeptin/NKB/Dyn), forman sinapsis con las neuronas GnRH (Tng, 2015).
Regulan la liberacion de kisspeptina, que a su vez regula la secrecion de la hormona
liberadora de gonadotropinas en las neuronas GnRH mediante los receptores kiss1R
(Skorupskaite y cols., 2014) (llustracion 1).

1.3 ESTROGENOS

Los estrogenos son reguladores esenciales de la fertilidad tanto en hombres como
en mujeres, entre otras funciones, regulan la vascularizacién del endometrio y tiene un
papel importante en el desarrollo y funcionamiento de la glandula prostatica (Saunders,
2015). Los estrogenos naturales enddgenos son esteroides C18 e incluyen estrona,
estradiol y estriol. Tienen 4 anillos A, B, C, D, un grupo hidroxilo en C3, y, bien un
grupo hidroxilo o un grupo cetona en C17 (llustracion 4) (Smiley y Khalil, 2009).

Las hormonas esteroides son esenciales para el metabolismo de los hidratos de
carbono, la gestion del estrés y la reproduccion, y se sintetizan a partir del colesterol en
las mitocondrias de las glandulas suprarrenales y goénadas. En estrés agudo o
estimulacion hormonal, la proteina reguladora androgénica (StAR) transporta el sustrato

colesterol a las mitocondrias para la esteroidogénesis (Prasad y cols., 2015).
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llustracion 4: Sintesis de estrégenos a partir de colesterol. llustracién modificada de Smiley y Khalil,
2009.

El colesterol es metabolizado por la enzima CYP11A1l de la cadena lateral del
CYP450 (Issop y cols., 2013). CYP11A1l es una monooxigenasa mitocondrial que
realiza la conversion de colesterol a pregnenolona, precursor de todas las hormonas

esteroides (Pikuleva y Waterman, 2013) resumido esquematicamente en la llustraciéon 4.

1.4  RECEPTORES DE ESTROGENOS

El estradiol puede modular la actividad y el comportamiento neuronal a través de
mecanismos genomicos y no genomicos. En general, los llamados mecanismos
gendémicos, mediados por receptores nucleares (NR), se consideran de latencia mas
larga y de inducir cambios a largo plazo en la funcion celular. Tras la union ligando
receptor, la expresion de la proteina bioldégicamente activa, normalmente, se produce
varias horas mas tarde. Sin embargo, el estradiol podria alterar la actividad neuronal en
cuestion de segundos, que por lo general se considera una respuesta demasiado rapida

para ser explicada por un mecanismo gendmico. En 1983 Towle y Sze demostraron que



el estradiol podria tener accion no-gendmica, es decir, que puede unirse a receptores
sinapticos de membrana (Laredo y cols., 2014). Las vias de actuacion estrogénicas se

recogen en la llustracion 5.

141 Receptores genomicos

Los receptores de estrogenos (ER) son miembros de la familia de receptores de
hormonas esteroideas, que taxondmicamente estan dentro de la superfamilia de NRs.
Los ERs se dividen en dos subtipos, ERa y ERPB, que poseen diferentes identidades;
estan codificados por diferentes genes, ESR1 y ESR2 respectivamente (Ng y cols.,
2014).

Los principales ligandos de los ERs son ¢l 17p-estradiol, estrona y estriol (Ng y
cols., 2014). Cuando el ligando se une a los receptores estrogénicos nucleares ERa o 3,
el complejo que se forma se dimeriza y se une a los elementos de respuesta estrogenica
(EREs) que promueven la expresion de genes cascada abajo (Laredo y cols., 2014).
Aparte de estos ligandos enddgenos, los ERs, pueden unirse a una amplia variedad de
sustancias exdgenas. Por ello, se les considera receptores promiscuos. Las moléculas
capaces de unirse abarcan desde subproductos industriales, plastificantes, plasticos,
fitoestrogenos de origen natural, productos farmacéuticos y pesticidas. A pesar de la
diversidad estructural de estos compuestos, estas moléculas parecen poseer al menos
una estructura de anillo aromatico, que se cree que es crucial para que se de la unién.
Hoy en dia, se hace referencia a estos compuestos como disruptores endocrinos y han

sido implicados en numerosos efectos adversos para la salud (Ng y cols., 2014).

1.4.2 Receptores no-gendmicos

ERa y ERf ambos se encuentran en las membranas de células (mERo y mERp),
asi como en los nucleos y en el citoplasma. Ademas de mERa y mERf, se han
identificado varios receptores nuevos en las membranas de las células que tienen la
capacidad de mediar una répida sefializacion estrogénica: GPR30 y Gg-mER (Almey y
cols., 2015). Activando la ruta de sefializacibn MAPK-ERK vy el factor de transcripcién
CREB (Laredo y col., 2014).



llustracion 5: Los estrdgenos pueden actuar a través de cascadas gendémicos y no genomicos.
lHustracion modificada de Laredo y cols., 2014.

1.5 COMPUESTOS DISRUPTORES ENDOCRINOS

El nombre de compuestos disruptores endocrinos (EDCs) fue acufiado por
primera vez en el centro de conferencias Wisconsin en 1991 (Li y cols., 2015). Desde
entonces existe una evidencia convincente de que hay una variedad de compuestos
contaminantes, algunos de los cuales pueden perturbar el desarrollo endocrino de
especies silvestres y animales de laboratorio; se encuentran en el agua de la lluvia, de
pozos, lagos y océanos, asi como en agua dulce, de mar y en productos alimenticios
(Colbron y cols., 1993).

Vivimos en un mundo en el que los productos quimicos artificiales son parte de la
vida cotidiana. Algunos de estos contaminantes quimicos, pueden afectar al sistema
endocrino y por lo tanto, pueden interferir en los procesos controlados hormonalmente
de los seres humanos y los animales salvajes (WHO/UNEP, 2012). Hoy en dia, EDC se
refiere a aquellas sustancias exdgenas que pueden interferir en el sistema endocrino y da
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lugar a un desarrollo anormal reproductivo, inmunoldgico, neuroldgico o enfermedad

metabdlica en humanos y animales (Li y cols., 2015).

Cientos de productos quimicos se han definido como EDCs, pero la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) estima que falta por analizar el
potencial endocrino de aproximadamente 87.000 productos de uso diario, por lo tanto a
medida que avancen las investigaciones se ird ampliando la lista de los EDCs. Para ello,
los resultados de los estudios deben ponerse en comdn en una sola base de datos
unificada para la accesibilidad publica, compartiendo informacion, evitando las

investigaciones redundantes y desperdicio de recursos (Fuhrman y cols., 2015).

1.5.1 Mecanismo molecular

La investigacion cientifica basica muestra que los mecanismos de accién de los
EDCs son mas amplios de los que se pensaban inicialmente, actian a través de NRs,
receptores de hormonas esteroides no nucleares (ej. receptores estrogénicos de
membrana), receptores no esteroideos (ej. receptores neurotransmisores), receptores
huérfanos (ej. el receptor de aril hidrocarburo), vias enzimaticas implicadas en la
biosintesis y/o metabolismo de los esteroides, y numerosos otros mecanismo que

convergen en el sistema endocrino y reproductor (Diamanti-Kandarakis y cols., 2009).

A través de estas interacciones actian como agonista o antagonista, bloqueando la
unién las hormonas naturales a sus correspondientes receptores o en algunos casos
imitando la accién de la hormona enddgena, aumentan la cantidad de percibida por el
cuerpo alterando de ambas formas la respuesta de transcripcién de genes (llustracion 6)

(Rogers y cols., 2013).
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llustraciéon 6: Representacion grafica de las interacciones de los EDCs con los receptores de
ligandos naturales (NL). (A) Los EDCs pueden competir con los NLs por la union al receptor. (B) La
union del los EDCs puede bloguear la unién de los NLs alterando la cascada de sefiales del receptor. (C)
La union de los EDCs puede darse al mismo tiempo que la unién con NLs lo que provocaria un efecto
agonista o antagonista en la casca de sefiales del receptor. Ilustracién modificada de Rogers y cols., 2013.

Los EDCs pueden tener diversas formas de actuar con multiples componentes que
se manifiestan de forma Unica dentro de cada especie, es decir, el efecto de un EDC
varia entre especies, lo que hace que sea dificil extrapolar la informacion de una especie
a otra o incluso entre niveles de organizacién dentro de un mismo organismo (ej. célula,
organo). Los EDCs pueden afectar en muchos lugares diferentes del sistema endocrino
y las perturbaciones pueden influir en una red entera de procesos responsables de la
reproduccion, como el desarrollo, la conducta y el mantenimiento de la homeostasis del

individuo (Fuhrman y cols., 2015).

El grupo de moléculas identificadas como disruptores endocrinos es muy
heterogéneo e incluye productos de sintesis quimica recogidos en la Tabla 2, y
productos quimicos naturales que se encuentran en la alimentacion de humanos y
animales (ej. los fitoestrogenos) que también pueden actuar como disruptores

endocrinos (Diamanti-Kandarakis y cols., 2009).
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EDCs Tipo o fuente

Organoclorados (ej. DDT) Pesticidas y plastificantes

Dioxinas (ej. PCB, TCDD) Contaminantes ambientales en
alimentos

Organotinas (ej. TBT) Contaminantes ambientales en
alimentos

PFCs (ej. PFOA) Plastificantes

BFRs (ej. PBDE) Retardantes de Ilamas

Alkilfenoles (ej. Octilfenol) Surfactantes

BPA Plasticos

Ftalatos (ej. DEP) Plastificantes

Tabla 2: EDCs de sintesis quimica. Abreviaturas: BPA, bisfenol A; DDT, diclorodifeniltricloroetano;
DEP, dietil ftalato dietil; PBDE, polibromodifeniléteres; PCB, bifenol policlorado; PFOA,
perfluorooctanoato; TBT, tributilo; TCDD, 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina. Tabla modificada de
Casals-Casas y Desvergne, 2011.

Los EDC se encuentran en practicamente todos regiones del mundo pero, después
de mas de cinco décadas de debate y de investigacion, la controversia ain rodea los
riesgos que los plasticos pueden causar en los seres humanos, en particular con respecto

a las propiedades de alteracion endocrina ( Casals-Casa y Desvergne , 2011 ).

1.6 BISFENOL A

Dentro de los aditivos que se utilizan en la industria del plastico cabe destacar el
bisfenol A (BPA) (Galloway 2015), clasificado como un EDC en la Tabla 2 (Casals-
Casa y Desvergne, 2011).

El BPA fue sintetizado por primera vez en 1891 por A.P. Dianin y fue investigado
por su posible uso comercial en la década de 1930 durante la bldsqueda de estrogenos
sintéticos. Aunque se confirmo la actividad estrogénica, las pruebas de un compuesto
sintético estructuralmente relacionado (llustracion 7), dietilestilbestrol (DES), indicaron

que DES era un estrogeno mucho mas potente que el BPA como en un ensayo de
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estrogenidad clésica de confirmacion vaginal. Por tanto, el uso de BPA como estrogeno
sintético fue abandonado en favor de DES. Se administré a mujeres embarazadas a
partir de 1940 hasta 1971 para evitar varios problemas relacionados con el embarazo,
incluyendo los nacimientos prematuros y abortos espontaneos. Este tratamiento se
interrumpié cuando se descubrido que las hijas de las mujeres expuestas a este

tratamiento desarrollaban cancer vaginal y de cuello uterino (Rubin, 2011).

Cll-i3 CH,CH;3;
HO

CH,CH;

Bisphenol A Diethylstilbestrol (DES)
OH
HO
Estradiol

llustraciéon 7: Estructura quimica del Bisfenol A, Diestilestilbestrol y el Estradiol. llustracion
modificada de Rubin, 2011.

En la década 1940 y 50, se identifico un uso del BPA en la industria del plastico
(Rubin 2011). En las industrias quimicas se utiliza BPA como un monomero en la
fabricacion de polimeros (ej. policarbonato y resinas epoxi), como antioxidante e
inhibidor de la polimerizacion de cloruro de polivinilo, y como precursor de la sintesis
de retardante de llama. A su vez, actualmente estos materiales se utilizan como
componentes de muchos productos de consumo, incluyendo botellas reutilizables de
plastico, envases de alimentacion, recubrimiento de interior de las latas de conservantes
y bebidas, papel térmico, dispositivos medicos, materiales dentales, etc. (Acconcia,
2015).

Desafortunadamente, al igual que otras sustancias quimicas, la liberacién de BPA
depende de la temperatura y pH. Se han registrado cantidades alarmantes en los
alimentos embasados con este producto, debido a los cambios de temperatura y pH que

sufren estos empaquetados. En consecuencia, se estima que los alimentos contribuyen
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en mas de un 90% de la exposicion total de BPA, mientras que a traves de la ingesta de
polvo, en una cirugia dental por ejemplo, la absorcion permanece por debajo de un 5%.
No obstante, la Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos (FDA) y
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) han determinado que la
exposicién humana al BPA esta por debajo de los niveles seguros de exposicion (de 50
a 4 pg/Kg/dia) (Acconcia y cols., 2015).

En la actualidad, muchas lineas de evidencia revelan que el BPA podria
interactuar con muchos receptores de hormonas nucleares tales como los receptores de
estrogenos (le Maire y cols., 2010, Desfosse y cols., 2012, Li y cols., 2010, Gaido y
cols., 1997, Gould y cols., 1998, Okada y cols., 2008), receptor pregnano X o receptor
de esteroides y xenobioticos (Sui y cols., 2012), receptor de andrdgenos (Takayanagi y
cols., 2006, Sohoni y Sumpter, 1998), receptor de la proliferacion de peroxisomas
activado (Riu y cols., 2011) y el receptor de la hormona tiroidea (Moriyama y cols.,
2011, Zoeller y cols., 2005) (Li y cols., 2015).

1.6.1 Accion estrogénica de bisfenol A

La molécula de BPA tiene caracteristicas estructurales que le confieren la
capacidad de unirse a los dos ER, ERa y ERpB. Aun asi, el BPA muestra 1000-2000
veces menos afinidad a los ERs que el 17B-estradiol, el estrdgeno mas activo. Estos
NRs, son factores de transcripciéon activados por la unién del ligando, cambian de
conformacién y migran al nucleo donde mediante la unién a coactivadores y
correpresores activan la cascada de sefiales del receptor. Sin embargo, el cambio en la
conformacién de ER difiere en funcion del ligando, lo que hace ER mas o menos
propenso a la coactivadores o correpresores. Los ligando exdgenos producen un
desplazamiento de unas hélices que conforman el dominio de union a ligando (LBD)
debido a que la estructura quimica difiere de la del ligando natural, lo que no permite un
alojamiento adecuado en los confines del sitio de unién a hormonas, al contrario de lo

gue sucede cuando se une el estradiol a ER (Acconcia y cols., 2015).

El BPA actia como agonista en la union con el ERo, imitando la union del
estradiol y provocando el mismo cambio conformacional en LBD; sin embargo, cuando

se une a ERP no se da el cambio conformacional correcto del LBD, es decir, en este
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caso el BPA actia como antagonista. Un desplazamiento del LBD adecuado es
necesario para una conformacion competente de la transcripcion, por lo tanto el BPA,
asi como otros compuestos similares a los estrogenos, conducen al reclutamiento de
coactivadores o correpresores en funcion de su accion agonista o antagonista (Acconcia
y cols., 2015).
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2. HIPOTESIS

El bisfenol A es un compuesto organico utilizado en las industrias quimicas que
actia como disruptor endocrino debido a su accion estrogenica, teniendo repercusion

negativa en la reproduccion.

3. OBJETIVOS

Con el fin de probar la hipétesis propuesta, se establecen los siguientes objetivos:

e Mostrar las fuentes de exposicion y las concentraciones de bisfenol A a las que la
poblacion esta expuesta.

e Identificar la accion estrogenica del bisfenol A in vivo e in vitro.

e Analizar el efecto que el bisfenol A tiene en la reproduccion, caracterizando el
impacto del compuesto sobre la fertilidad femenina y masculina en modelos de

experimentacién animal (roedores).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 REVISION SISTEMATICA

Las revisiones sisteméticas (RS) son investigaciones cientificas en las que la
unidad de analisis son los estudios originales primarios, a partir de los cuales se
pretende contestar a una pregunta de investigacion claramente formulada mediante un
proceso sistematico y explicito. Por eso se las considera investigacion secundaria
(«investigacién sobre lo investigado»). Por el contrario, a las revisiones que no siguen
un proceso sistematico, denominadas revisiones narrativas, no se las puede considerar
un proceso formal de investigacion, sino simplemente un formato de literatura cientifica

basada sobre todo en opinion (Ferreira y cols., 2011).

Desde un punto de vista formal, las RS sintetizan los resultados de investigaciones
primarias mediante estrategias que limitan el sesgo y el error aleatorio. Estas estrategias
incluyen: (1) la basqueda sistematica y exhaustiva de todos los articulos potencialmente
relevantes; (2) la seleccion, mediante criterios explicitos y reproducibles, de los
articulos que serén incluidos finalmente en la revision; (3) la descripcién del disefio y la
ejecucion de los estudios originales, la sintesis de los datos obtenidos y la interpretacion

de los resultados (Ferreira y cols., 2011)

Si en una revision sistematica se obtiene un indice cuantitativo de la magnitud del
efecto que cada estudio esta investigando y se aplican técnicas de analisis estadistico
para integrar dichos efectos, entonces la revision sistematica se denomina meta-analisis
(Sanchez-Meca, 2010).

En este trabajo se realizara una revision sistematica cualitativa, donde a partir de
estudios originales publicados en la base de datos PubMed y Web Of Science (WOS),

se trataré de esclarecer si el BPA tiene repercusion negativa en la reproduccion.

4.2 BASE DE DATOS

PubMed es una base de datos gratuita desarrollada y mantenida por el Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) de la Biblioteca Nacional de la Salud
(NLM), disponible desde 1996. Proporciona libre acceso a MEDLINE, la base de datos
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de citas y resimenes en los campos de la medicina, enfermeria, odontologia, medicina
veterinaria, los sistemas de atencion de salud, y ciencias preclinicas de la NLM.
PubMed es facil de usar, basta con introducir temas de bldsqueda - uno 0 mas términos -
y pulsar Buscar. Una caracteristica unica es la capacidad de encontrar al instante

articulos relacionados para cualquier citacion (ej. bisphenol a effects).

WOS es un servicio en linea de informacion cientifica, suministrado por Thomson
Reuters, integrado en ISI Web of Knowledge. Facilita el acceso a un conjunto de bases
de datos en las que aparecen citas de articulos de revistas cientificas, libros y otros tipos
de material impreso que abarca campos del conocimiento académico. Permite
conectarse al texto completo de publicaciones primarias y acceder a ellos mediante un

sistema de busqueda basado en palabras claves (ej. bisphenol and reproduction).

4.3 ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

Se realizara una basqueda selectiva de articulos a partir de los objetivos fijados:

e Primer objetivo “mostrar las fuentes de exposicion y las concentraciones de bisfenol
A a las que la poblacion esta expuesta”, la bdsqueda inicial en las bases de datos
sera: “environment bisphenol a concentration”.

e Segundo objetivo, “identificacion de la accion estrogénica del bisfenol A in vivo e in
vitro”, la busqueda inicial en las bases de datos sera: “in vivo estrogenicity
bisphenol A” e “in vitro estrogenicity bisphenol A”.

e Tercer objetivo, “analizar el efecto que el bisfenol A tiene en la reproduccion,
caracterizando el impacto del compuesto sobre la fertilidad femenina y masculina en
modelos de experimentacion animal (roedores) la badsqueda inicial en las bases de

datos sera: “effect of bisphenol a on reproduction”.
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44  SELECCION DE ESTUDIOS

4.4.1 Criterios de seleccion y exclusion

En la siguiente Tabla 3 se exponen los criterios de seleccion y exclusion.

OBJETIVOS

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE EXCLUSION

“Mostrar las fuentes de
exposicion y las
concentraciones de bisfenol A
a las que la poblacién esta
expuesta.”

“Identificacion de la accidon
estrogénica del bisfenol A in
Vivo e in vitro.”

“Analizar el efecto que el
bisfenol A tiene en la
reproduccion, caracterizando
el impacto del compuesto
sobre la fertilidad de machos
y hembras, en animales de
experimentacion (roedores).”

Estudios que analizan fuentes de BPA
in vivo, es decir, exposicion de BPA
en la poblacion. Como por ejemplo la
exposicion de BPA de una botella de
agua potable.

Estudios que analizan la
estrogenicidad del BPA tanto in vitro
como in vivo, es decir, articulos que
presenten un método reproducible y
eficaz para demostrar la actividad
estrogénica.

Estudios in vitro realizados en lineas
células humanas con receptores de
estrégeno.

Estudios in vitro e in vivo en ratas y
ratones.

Estudios que analizan el efecto de la
exposicion a BPA en animales de
experimentacion, centrandonos en los
roedores. Analizando por separado el
efecto en machos y en hembras.
Estudios in vivo e in vitro.

Estudios referidos a organismos marinos
y plantas.

Estudios de disruptores endocrinos no
referidos a BPA

Estudios in vitro, es decir, estudios que
analizan el efecto del BPA en el
laboratorio.

Estudios referidos a organismos marinos
y plantas.

Estudios referidos a la estrogenicidad en
el agua o depdsitos residuales.

Estudios de disruptores endocrinos no
referidos a BPA.

Estudios referidos a materiales de
ortodoncia.

Estudios referidos a metabolitos de BPA.

Estudios referidos a subproductos BPA
de oxidacion.

Estudios referidos la actividad
estrogénica de los productos alimenticios.
Estudios que tengan BPA como
compuesto estrogénico control.

Estudios  referidos a  organismos
acuaticos, insectos, polluelos y ovejas.
Estudios referidos a compuestos que no
sean BPA.

Estudios referidos a exposicion a BPA 'y
la obesidad / el desarrollo neuronal / la
funcién pulmonar / la sensibilidad
alérgica / dafio hepatico / la disrupcion
metabolica / alteraciones en la tiroides.

Tabla 3: Recoge los criterios de seleccion y exclusion de articulos hallados en la blsqueda.

Ademaés, se excluyeron opiniones, editoriales, revisiones, informes de casos,

cartas a los editores, publicaciones duplicadas y estudios publicados s6lo como

resimenes.
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Busqueda inicial

"environment bisphenol a concentration"

PubMed y Web Of Science

l Referencias: 534 + 802

resumenes

' Revision de titulos y
N= 1298 estudios no elegibles

I N=38 estudios eleglibles |

Revision texto completo
N= 6 estudios elegibles

Diagrama 1: Resultado de la busqueda para el

primer objetivo.

&

Diagrama 2: Resultado de la busqueda para el

Buasqueda inicial
“in vitro/in vivo estrogenicity bisphenol A”
PubMed y Web Of Science

[ Referencias: 64 + 188

resumenes

i Revision de titulos y
N= 159 estudios no elegibles

[ N= 29 estudios eleglibles |

' Revision texto completo
N= 8 estudios elegibles

segundo objetivo.

Basqueda inicial
"effect of bisphenol a on reproduction
PubMed y Web Of Science

I Referencias: 269 + 373 ‘

resumenes

Revision de titulos y ]
N= 94 estudios no elegibles

| N= 35 estudios eleglibles |

Revision texto completo
N= 21 estudios elegibles

Diagrama 3: Resultado de la busqueda
tercer objetivo.

para el
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1  Concentraciones de bisfenol A a las que la poblacion esta expuesta

El primer objetivo definido en este trabajo es mostrar las fuentes de exposicién y
las concentraciones de bisfenoal A a las que la poblacidn esta expuesta. Con el fin de
recopilar articulos a lo referido, se ha realizado una busqueda en la base de datos
PubMed y WOS dirigido a “environment bisphenol a concentration” (Diagrama 1). Se
consiguieron 534 y 802 items, respectivamente y la seleccion se realizé como se explica
en el apartado 4.4.1. Los articulos elegibles (N=6) se recogen en la Tabla 5.

En los dltimos afios, han surgido nuevas preocupaciones sobre el impacto que
tienen en la salud humana los productos quimicos denominados disruptores endocrinos.
Uno de esos compuestos es el BPA, utilizado en la produccién de policarbonato (PC) de
plasticos y resinas epoxi. PC se usa en numerosos productos de consumo diario como
las botellas o los biberones, al igual que las resinas epoxi, que se utilizan como

revestimiento del interior de latas de alimentos o bebidas (Kubwabo y cols., 2009).

Como se menciond anteriormente en la introduccién de este trabajo, al igual que
otras sustancias quimicas, la liberacion de BPA depende de la temperatura y pH. Se han
registrado cantidades alarmantes en los alimentos envasados con este producto, debido a
las condiciones adversas en las que se almacenan estos empaquetados. En consecuencia,
se estima que los alimentos contribuyen en mas de un 90% de la exposicién total de
BPA, mientras que a través de la ingesta de polvo, en una cirugia dental por ejemplo, la
absorcion permanece por debajo de un 5%. No obstante, la FDA y EFSA han
determinado que la exposicion humana al BPA esta por debajo de los niveles seguros de

exposicion (de 50 a 4 pug/Kg/dia) (Acconcia y cols., 2015).

El uso de aditivos como el BPA en la produccion de biberones y botellas de PC y
el hecho de que estén destinados a ser utilizados en repetidas ocasiones, junto con los
posibles efectos adversos del BPA a dosis bajas, especialmente en relacién con los
nifios, ha generado la necesidad de una investigacion exhaustiva de la migracion de

BPA de este tipo de material en contacto con alimentos (Maragou y cols., 2008).

Se han realizado varios estudios sobre la migracion de BPA a partir de botellas,

simulando el uso cotidiano que se les da.

22



Maragou Yy cols., (2008) evaltan la migracion del BPA de 31 nuevos biberones
PC bajo condiciones que simulan un uso real, incluyendo repetidas operaciones de
limpieza de las botellas en el lavavajillas o con un cepillo. Las botellas se rellenaron con
agua para simular la migracién similar en alimentos acuosos y acidos, y una solucion de
3% é&cido acético para reproducir los alimentos grasos como los preparados para

lactantes.

En este estudio las botellas fueron esterilizadas (agua hirviendo 10 min) antes de
llenarlas e incubarlas a 70°C durante 2 horas. Tras realizar el procedimiento
experimental no detectaron concentracion de BPA alguna. Sin embargo, registraron
migracion medible de BPA (2,4-14,3 pg/kg) cuando se vierte agua hirviendo durante
dos horas, indicando que la temperatura y el tiempo son factores criticos que favorecen

la liberacion.

Un afio més tarde, Kubwabo y cols., (2009) publicaron un estudio similar al de
Maragou y cols., (2008). En él, se utiliz6 agua para simular la migraciéon a los
alimentos acuosos y acidos, y una solucién de etanol/agua 50% para los alimentos
grasos. Las botellas se incubaron durante 8, 24 o 240 horas (10 dias) a 40°C para
simular el uso a temperatura cotidiana. Se incluyeron los datos recogidos al de 10 dias
para estimar la migracion de BPA tras el uso repetitivo y plantear el peor de los
escenarios. El nivel de BPA residual varié de 0,11 pg/L en agua incubado durante 8

horas a 1,8 pg/L tras 240 horas.

Ademas, se observa una significativa subida del nivel de migracion de BPA en las
botellas PC debido a un aumento en la temperatura a la que se incuban durante 24 horas:
0,12 pg/L a 40°C frente a 1,77 pg/L a 60°C.
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Concentracion de BPA (ppby

Asi mismo, Nam y cols., (2010) registraron que el nivel de migracion de BPA
incrementa hasta 1,1 ppb (1,1 pg/kg) después de reutilizar el biberon 10 veces y a
continuacion, la exposicion se mantiene hasta las 60 repeticiones. Después a medida que
aumenta el uso el nivel de BPA sube rapidamente hasta alcanzar 3,08 ppb (3,08 pg/kg)
en la repeticion nimero 100. Ademés, el nivel de BPA que migra incremento
rdpidamente cuando se incuba el biberdn a temperaturas superiores a 80°C. El efecto se

observa claramente en los siguientes graficos publicados en este mismo estudio,

llustracion 8.
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llustraciéon 8: (Grafico izquierda) Variacién del nivel de BPA que migra con el uso repetido del
biberén de PC. (Grafico derecha) Efecto de la temperatura en el nivel de BPA que migra en un
biberdn de PC. llustracion modificada de Nam y cols., 2010.

Teniendo en cuenta el nivel de migracion de los biberones segun los estudios
(Maragou y cols., 2008; Kubwabo y cols., 2009, Nam y cols., 2010) y que un bebé de 0-
4 meses de edad pesa 4,5 kg y consume 0,7 L cada dia, de acuerdo el dictamen del
Comité Cientifico de Alimentos (SCF, 2002), la ingesta estimada es de 0,4-2,2 pg/kg
peso corporal por dia. De la misma manera, la ingesta estimada para un nifio de 6-12
meses de edad, con un peso de 8,8 kg y el consumo de 0,7 L el rango es entre 0,2y 1,1
ug/kg peso corporal por dia. Por lo tanto podriamos decir que, la exposicion de BPA de
biberones PC es ligeramente inferior a las estimaciones de la dieta. EFSA propone que
la exposicion dietética total a BPA para un bebe de tres meses, alimentados con una
botella de PC, es de 11 pg/kg de peso corporal por dia.

Hasta 2011 se utilizaron PC plastico en la fabricacion de botellas de alimentacion

infantil. Sin embargo, fue retirada en la Union Europea (UE) tras la introduccion de la
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Directiva 2011/8/UE de 28 de enero de 2011, que restringe el uso de BPA en estos
articulos (EFSA, 2015).

Hoy en dia, el consumo de agua embotellada es creciente por ello, es importante
realizar estudios como el de Rowell y cols., (2016) que analiza la contaminacion que
esos envases suponen. Obtuvieron muestras de agua embotellada (n = 122) de los
mercados locales de Doha, Qatar. Las muestras compuestas de 53 marcas exclusivas y
siempre que fuese posible la misma marca fue adquirida en diferentes tipos de botellas
(PET, vidrio y PC), en diferentes envases de color (azul claro, azul oscuro, claro, verde,
luz verde, esmerilado y rosa) y en diferentes volimenes de contenedores (que van a
partirde 250 mLa 1,5L).

En cuanto al resultado que nos concierne sobre la exposicion de BPA, sélo se
detecto en una muestra de agua potable de una botella de PC de 18,9 L, a un nivel de
1,7 pg/L, después de la exposicion a UV. Debido a los posibles efectos sobre la salud
del consumo de BPA prolongada, EFSA establecid que el valor de ingesta diaria de
BPA no puede superar los 0,05 mg/kg de peso/cuerpo. Guart, Bono - Blay, Borrell, y
Lacorte (2014) fijaron un valor de 24,2 pg/L de BPA detectado en botellas de agua
como valor maximo para que no tenga ningudn riesgo en la salud, es decir, por encima de
esos niveles esta asociado con efectos adversos. Conclusion, BPA solo se detectd en una
muestra de un recipiente de PC a niveles muy por debajo del valor de ingesta diaria total
fijado por EFSA.

No obstante, el PC no es la Unica exposicion a BPA, las resinas epoxi representan
el segundo mayor uso de BPA,; se producen por la reaccion de BPA con BPA diglicil
éter (comunmente abreviado como BADGE). Conforman polimeros termoestables que
tienen buenas propiedades mecanicas asi como una resistencia quimica y temperaturas
altas. Como tal, estas resinas tienen una amplia gama de aplicaciones, incluyendo el uso
como recubrimientos de latas de alimentos, aisladores eléctricos de alta tension,
empastes dentales, etc. (EFSA, 2015).

Las latas metalicas estan protegidas contra la corrosion mediante la aplicaciones
de resinas epoxi en los revestimientos interiores. Si los revestimientos se formulan de
forma inadecuada, puede llegar ocasionar contaminacion debido a la migracion de

productos quimicos (BPA y BADGE) a los alimentos (Mungui-Lo6pez, 2001).
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Mungui-Lopez y cols., (2001) demostraron el efecto del tratamiento térmico y el
tiempo de almacenamiento sobre la migracion de BPA y BADGE en latas de atin y
pimiento de México. La Tabla 4 muestra la concentracion de BPA que se encuentra las

latas durante el experimento.

Como se esperaba, al igual que en las botellas de PC, el tiempo de almacenaje y el
proceso de calentamiento (HT) tiene un efecto agravante en cuanto a la migracion de

ambos compuestos quimicos.

[BPA] png/kg [BADGE] pg/kg
Tiempo de

almacenamiento | s deatn ~ Lata de pimiento  Latadeatdn  Lata de pimiento

(dias a 25 °C)
NHT HT NHT  HT NHT HT NHT  HT
0 <0,20 81,80 <0,20 1,5 <025 430 <025 2,70
40 145 83,40 0,54 342 <025 <0,25 0,37 0,76
70 125 79,70 4,20 416 <025 <025 <025 0,29

Tabla 4: Concentracién BPA y BADGE para analizar el efecto del almacenamiento y proceso de
calor. (NHT)Ningun proceso de calor aplicado. (HT) proceso térmico aplicado, latas de atin: 121°C
durante 90 min, latas de pimiento, 100°C/9 min.

Misma conclusién obtuvieron en el estudio publicado por Errico y cols., (2014)
sobre la migracion de BPA desde el recubrimiento de las paredes internas de los
tomates en conserva. En este estudio, se miden los niveles de BPA en los tomates

enlatados a partir de seis marcas producidas en Napoles, Italia.

En cuanto a los resultados confirman la migracion de BPA de las latas en los
productos de tomates. La variacion de niveles de BPA (de 0,3 a 3,80 pg/kg) en
diferentes tipos de latas almacenadas en buenas condiciones (sin dafios y a T = 25°C),
podria ser debido a las diferencias en los revestimientos de las latas (cantidad, grosor,
etc.) y las condiciones de esterilizacion (temperatura y duracién) utilizados en diferentes

empresas. Por otro lado, la exposicidn accidental o por descuido de los productos de
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tomate al calor (por ejemplo, la luz solar) durante el almacenamiento y el transporte son
un factor agravante en el proceso de migraciéon de BPA.

Aun asi, los niveles de BPA en los productos de tomate en conserva investigados
en este estudio son muchos mas bajos que el limite legislado por la UE (600 pL/kg).
Por lo tanto, la exposicion al BPA a través el consumo de productos derivados del
tomate en lata es baja.

Teniendo en cuenta los estudios podriamos decir que, el BPA es un producto
quimico industrial que se utiliza ampliamente como mondémero o aditivo para la
fabricacion de PC y resinas epoxi principalmente. Las propiedades del PC, por ejemplo
la rigidez, transparencia y resistencia, hacen que este plastico sea especialmente
adecuado para muchas aplicaciones técnicas. Entre otras, las botellas de agua y los
biberones que se encuentran en los supermercados. No obstante, el uso de este aditivo
se prohibié en los materiales que entran en contacto con los nifios en 2011. Por otro
lado, las resinas epoxi basadas en BPA se usan como revestimiento en las latas de

alimentos y bebidas y tanques de almacenamiento de agua potable (EFSA, 2015).

La migracién de BPA residual, presente por la polimerizacién incompleta y la
liberacion del aditivo por la hidrolisis del polimero a partir de estos materiales utilizados
en la industria alimenticia, son una fuente de exposicion a BPA (EFSA, 2015). Las
concentraciones encontradas en los alimentos incrementan a medida que se aumenta el

tiempo de almacenamiento a temperaturas altas y el uso repetitivo de los productos.
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Estudio

Objetivo

Método

Resultado

Mungui-L6pez y cols., 2001

Maragou y cols., 2008

Kubwabo y cols., 2009

Namy cols., 2010

Erricoy cols., 2014

Rowell y cols., 2016

Demostrar el efecto del tratamiento térmico y el tiempo
de almacenamiento sobre la migracion de BPA y
BADGE en latas de atin y pimiento.

Analizar la migracion del BPA de los biberones, en
condiciones cotidianas.

Analizar la migracion del BPA de los biberones de PC,
simulando el uso cotidiano de estos.

Cuantificar la concentracion de migracion de BPA en un
biberén de PC nueva y de biberones usados 100 veces
(repeticiones), extrayendo agua en temperaturas que van
de 40 °C a 100 °C.

Obtener nuevos datos sobre la migracion de BPA desde
el recubrimiento de las paredes internas de los envases
de los productos en conserva. En este estudio, se miden
los niveles de BPA en los tomates enlatados.

Determinar el contenido de BPA en agua embotellada
de muestras obtenidas de los mercados.

La determinacion de BPA se realiza mediante
cromatografia liquida de alta definicion
(HPLC).

El material de los biberones fue identificado
por analisis espectroscopia infrarroja (FT-IR) y
la determinacion de BPA fue realizada con un
método sensible basado en HPLC con
deteccion de fluorescencia (HPLC-FLD).

Todas las muestras se analizaron utilizando un
método que combina la extraccion en fase
solida y cromatografia de gas con una fuente de
ionizacion  de  electrones (GC/El) vy
espectrometria de masas (MS/MS).

La determinacion de BPA se realiza mediante
GC-MSyHPLC.

El BPA se determina mediante cromatografia
liquida de UV visible y espectrofotometria
fluorescente.

Las muestras se determinan por dilucion
isotépica, y limpieza utilizando ultra HPLC
(UHPLC) acoplada a espectrometria de
ionizacién por pulverizacion electronica (ESI)
y espectrometria de masas en tandem (QTOF).

El tiempo de almacenaje y el proceso de calentamiento tiene un efecto
agravante en cuanto a la migracién de ambos compuestos quimicos.

Los resultados demuestran una migracion medible de BPA (2,4-14,3 pg/kg)
cuando se vierte agua hirviendo en los biberones de PC, indicando que la
temperatura es el factor critico que favorece la migracion.

El nivel de BPA residual vari6 de 0,11 pg/L en agua incubado durante 8
horas a 1,8 pg/L tras 240 horas. Ademas, se observa una significativa subida
del nivel de migracién de BPA en las botellas PC debido a un aumento en la
temperatura a la que se incuban durante 24 horas: 0,12 pg/L a 40°C frente a
1,77ug/L a 60°C.

El nivel de migracion de BPA se increment6 hasta 1,1 pg/kg después de 10
repeticiones y, a continuacion, se mantuvo hasta 60 repeticiones. Después, a
medida que aumentaban las repeticiones, el nivel de BPA creci6 rapidamente
hasta alcanzar 3,08 pg/kg en la repeticion nimero 100. Ademas, el nivel
migrado de BPA se incrementd rapidamente a temperaturas por encima de
80°C.

La variacion de niveles de BPA (de 0,3 a 3,80 ug/kg) en diferentes tipos de
latas almacenadas en buenas condiciones (sin dafios y a T=25 °C). Por otro
lado, la exposicion accidental o por descuido de los productos de tomate al
calor (por ejemplo, la luz solar) durante el almacenamiento y el transporte son
un factor agravante en el proceso de migracion de BPA.

En cuanto al resultado que nos concierne sobre la exposicion de BPA, solo se
detecto en una muestra de agua potable de una botella de PC de 18,9 L, a un
nivel de 1,7 pg/l, después de la exposicién a UV.

Tabla 5: Los articulos seleccionados para determinar las concentraciones de BPA y los resultados obtenidos tras el experimento.
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5.2 Identificacion de la accion estrogénica del bisfenol A in vivo e in vitro

El segundo objetivo definido en este trabajo es identificar la accidn estrogénica
del BPA tanto in vivo como in vitro. Para ello se ha realizado una busqueda en la base
de datos PubMed y WOS dirigido a: “in vitro estrogenicity bisphenol A” y “in vivo
estrogenicity bisphenol A”, con el fin de conseguir la informacion mas completa posible
(Diagrama 2). El resultado es un total de 64 y 188 items respectivamente. Después de
realizar la seleccion de articulos como se explica en el apartado 4.4.1 los elegibles
(N=8) se recogen en la Tabla 6.

El estrogeno es un factor de importancia in vivo en el control de muchos procesos
fisiolégicos y en el desarrollo de varios 6rganos. Ademas, esta hormona sexual juega un
papel esencial en el desarrollo de los 6rganos reproductivos, los huesos, el higado y
sistemas cardiovasculares. En los seres humanos, el estrdgeno afecta la funcion
reproductiva y regula el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias (Dang y
cols., 2009).

Una variedad de sustancias quimicas ambientales naturales y sintéticas conocidas
como EDCs tienen actividades similares a los estrégenos y pueden causar respuestas
estrogénicas fisiologicas. Estos compuestos se unen a ER e inducen o modulan una
respuesta mediada por estos. Entre ellos BPA, que ha sido reportado con accion

estrogenica tanto in vivo como in vitro (Dang y cols., 2009).

La actividad estrogénica de BPA se descubrié por casualidad. Los investigadores
de la Universidad de Stanford identificaron una proteina de unién a estrogenos en la
levadura (Feldman y cols., 1984). Después encontraron que la actividad estrogénica no
provenia de la levadura sino del medio de cultivo que prepararon con agua, tratado en
autoclave en matraz de PC. Mediante ensayos de union a ER se purifico e identifico que
el compuesto era BPA (Krishnan y cols., 1993, Ben-Jonathan and Steinmetz, 1998).

A partir de eso, se han publicado estudios que demuestran la estrogenidad de
BPA. En 1999, Bergeron y cols., publicaron un estudio con el proposito de medir el
potencial estrogenico del BPA in vitro. Para ello, cultivaron una linea celular del Gtero
humano, carcinoma endometrial humano (ECC-1) con BPA, y lo compararon con un

estrogeno prototipico, 17p-estradiol.
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La linea celular ECC-1 se obtuvo originalmente por su capacidad para expresar
ERs y ademas, respondié al estradiol provocando una mayor tasa de proliferacion de las
células y la induccion de receptores de progesterona (PR). Asi, los efectos de BPA se
examinaron mediante la medicion de las uniones a ER y el nivel de expresion de ARNm

PR, junto con la proliferacion celular de ECC-1.

El presente estudio demostré que el BPA no solo se une a ER en esta linea celular
de una manera competitiva, sino que también activa el receptor para inducir la expresion
de PR. La union del ligando al ER produce cambios conformacionales en el receptor
pero este sigue interactuando con cofactores de ADN y activando la expresion génica.
El complejo BPA-ER induce patrones similares a cuando se une el estradiol en cuanto a
la expresion de PR corresponde pero, no sucede asi cuando se analiza sus respectivos
efectos sobre la proliferacion celular. El estradiol induce un aumento casi del doble de
celulas uterinas cultivadas, mientras que el BPA no produjo ningun cambio. En
resumen, los resultados demuestran que el BPA actla tanto como un agonista de ER
(induccion de ARNm PR) y antagonista (inhibicion de la proliferacion celular inducida

por estrégenos) en las células uterinas humanos ECC-1.

En el mismo afio, Schafer y cols., (1999) para confirmar o refutar la
estrogenicidad putativa de BPA utilizaron MCF-7 como linea celular de estudio. Asi
confirmaron que BPA aumenta por encima de los niveles obtenidos en el control (con
estradiol) la proliferacion celular en las células MCF-7. La razon de esta disparidad
proliferativa en respuesta al BPA entre MCF-7 y las células ECC -1 es probable que sea
debido a las diferencias entre estas dos lineas celulares, que derivan de tejido mamario y
endometrial, respectivamente. Hay diferencias especificas en la presencia y la
disponibilidad de factores de transcripcién que darian lugar a una respuesta diferente en

estos dos tipos de células frente a BPA.

Por lo tanto, el BPA induce una conformacion en el receptor dependiendo del
tejido, lo que resulta en la induccion de algunas, pero no todas las respuestas estradiol-

dependientes.

Cummings y Laws, (2000), afirmaron que la técnica de usar las células MCF-7
para evaluar la estrogenidad puede ser un ensayo mas sensible que el planteado en su

estudio, que evalla la estrogenidad in vivo: basandose en la capacidad que el compuesto
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quimico tiene de iniciar la implantacion. Para los fines experimentales utilizaron ratas

Holtzman de 70 dias de edad y el protocolo se resume graficamente en la llustracion 9.

Ciclo estral Dias de embarazo
L L |
I ] I

2 mg/rat/cay P4 4 mglratiday P4
»—X

EMDPE 123456789

Jaulacon(())  Hipox Dosis de Matar

machos quimicos
Esperma +

llustracion 9: Protocolo para las ratas hipofisectomizadas de implantacion retardada. E, M, D, P =
Estro, Metaestro, Diestro y Proestro (dias del ciclo estral de la rata); Hipox = hipofisectomizadas; P4 =
inyeccion de progesterona. llustracién modificada de Cummings y Laws, 2000.

Las ratas prefiadas son hipofisectomizadas después de la fecundacion, pero antes
de la implantacién. Hipofisectomia es la extirpacion quirdrgica de la pituitaria y da
como resultado la inhibicion de la secrecion de la hormona esteroide, que en Gltima
instancia evita la implantacion. Los animales son entonces tratados con progesterona,
que retrasa la implantacion pero mantiene el blastocito en el Utero. Se sabe que se
requiere de estrogeno para la implantacion; una dosis de estrégeno o un producto

quimico estrogénicamente activo inician la implantacion en estos animales.

Entonces se da un aumento de permeabilidad vascular localizada en el sitio de la
implantacion, lo cual permite que el sitio sea facilmente identificable por la penetracion
de un tinte macromolecular (penetracion de colorante azul en el lugar de la

implantacion).

Como control se administro por inyeccion 1ug de estrona en ratas previamente
hipofisectomizadas, induciendo asi un control positivo, la hormona inicio la
implantacion en el 100% de los casos. Un patrén similar se observo en los animales
inyectados con BPA, obteniendo una tasa de implantacion del 100% con una dosis de
200 pg BPA/Kg (llustracion 10).
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llustracién 10: Evaluacion de la dosis-respuesta de la capacidad de iniciar la implantacién en ratas
hipofisectomizadas. (a) Dosis ascendentes de BPA; (b) Dosis de estrona (ratas control). llustracién

modificada de Cummings y Laws, 2000.

Una cuestion importante en el uso de este modelo es el mecanismo por el cual los
estrogenos inducen la iniciacion de la implantacién. Chatterjee y Johnson (1993)
demostraron que un antagonista de estrégeno puro ICI- 182780 inhibe el efecto del de
17B-estradiol en la implantacion en rata. Este descubrimiento sugiere que se requiere

una etapa mediada por ER para la implantacion.

La administracion de progesterona durante el periodo de retraso de la
implantacion, es posible que interfieran en la regulacion de mecanismos ER. Es decir, se
ha observado una regulacién a la baja de los ER en el citosol pero no se ha visto que
afecte a los ER de la fraccion nuclear, lo que deja suficientes ERs para que los
productos estrogénicos a analizar o la estrona (control) se unan e inicien la implantacion
con éxito. Por lo tanto, los datos también implican que una sustancia quimica que inicia
la implantacion, de alguna manera, imita al estrégeno o estimula una via mediada por el

efecto del estrogeno para inducir la implantacion.

El modelo es tecnicamente mas complejo y laborioso que los in vitro
mencionados anteriormente, ya que implica inyecciones, cirugias y modelos vivos. Por
esa razon, el modelo no es adecuado como una pantalla inicial, se utiliza mejor como un
seguimiento con el fin de evaluar el nivel de estrogenidad. Aun asi, se siguen

planteando modelos in vivo para demostrar dicha actividad, como Markey y cols. 2001.

Markey y cols., publicaron un ensayo uterotrépico, un metodo establecido para
determinar la estrogenicidad de BPA en roedores, que mide el aumento del peso
himedo del Utero. En este trabajo se aborda el tema de la susceptibilidad a BPA usando

ratones inmaduros CD-1 como modelo. Ratones consanguineos y tamafio de camada
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grande, que son Utiles para los estudios sobre consecuencias de hormonas ambientales

en el desarrollo y la reproduccion.

Por lo tanto, en este experimento se plantea demostrar la estrogenidad de BPA in
vivo mediante los cambios en el peso uterino y el desarrollo de métodos que reflejan la
actividad estrogénica en el Gtero, la morfologia de las células epiteliales, la induccion de
la proteina lactoferrina (proteina estrogeno-inducible), y la expresion del antigeno

nuclear de proliferacion celular (PCNA).

En cuanto a los resultados obtenidos, se recogen en la llustracion 11.
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llustracién 11: Las diferencias en el area del epitelio luminal (porcentaje del Gtero ocupado por el
epitelio luminal), altura del epitelio luminal y el peso himedo uterino de ratones inmaduros
expuestos a concentraciones de BPA que van de 0,1 a 100 mg/kg/dia. C: control ratones sin tratar;
DMSO: dimetilsulfoxido; E2: 17-Bestradiol. lustracién modificada de Markey y cols., 2001.

La administracion de BPA en concentraciones de 0,1-75 mg/kg por peso corporal,
no tuvo ningun efecto significativo en el peso humedo del Gtero con respecto al grupo
control (¢). Hubo un aumento del 53 % en peso himedo uterino en respuesta a

100 mg/kg por peso corporal de BPA, en relacion al grupo de control.
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El area del epitelio luminal dentro del Gtero no se vio afectado por BPA en
ninguna concentracion. Sin embargo, el tratamiento con estradiol indujo un aumento
significativo en este parametro, 115% con respecto al grupo control (c). No obstante, el
utero exhibié un aumento de altura de las células epiteliales en respuesta al BPA en
concentraciones de 5, 75, y 100 mg/kg, lo que representa incrementos de 14, 42 y 63%,
respectivamente. El tratamiento con estradiol indujo un aumento del 83% respecto al

grupo control (c).

Por otro lado, BPA indujo un significativo aumento en la expresion de la
lactoferrina de un 373% a una concentracion de 75 mg/kg y de un 438% a una
concentracion de 100 mg/kg en relacion con el control grupo (c). Al contrario, bajas
concentraciones de BPA no indujeron la expresion de lactoferrina; mientras que, la
expresion de la lactoferrina aumentd en un 405% en el grupo del estradiol y el grupo

control no mostrd respuesta alguna.

Por ultimo, no hubo diferencia significativa en la expresion de PCNA en el

epitelio luminal entre los grupos de tratamiento.

Markey y cols., publicaron que el BPA actiia como un estrégeno in vivo mediante
la induccidn celular y los cambios bioquimicos en el Utero de ratén que son compatibles
con la actividad estrogénica. Ademas, BPA es capaz de inducir cambios en el peso
hamedo uterino, altura de las células epiteliales, y la expresion de la lactoferrina en el
raton CD-1, que establece que esta cepa es adecuada para la investigacion de la efectos
de la exposicion en el Gtero a BPA en el desarrollo y la reproduccion. Aun asi, este
trabajo argumenta que es esencial ensayos in vivo mas sensibles ya que los cambios a
nivel celular se observaron en dosis mas bajas que en las que ocurren cambios en el

peso hdmedo uterino.

En los ultimos afios se ha intentado desarrollar un método estandarizado para
detectar la actividad estrogénica de los EDCs, como el BPA. Asi, An y cols., 2002,
plantearon el gen CaBP-9K como biomarcador para la respuesta estrogénica de
estrégenos ambientales. En el Gtero, CaBP -9K se expresa principalmente en el estroma
endometrial y miometrio de ratas no gestantes; mientras que en ratas prefiadas, el gen
también se expresa en el epitelio uterino. La expresion del gen esta bajo estricta

regulacion de los estrégenos.
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El presente estudio, demuestra por primera vez que ARNm CaBP - 9k se induce
répida y fuertemente por compuestos estrogénicos ambientales, como el BPA,
posiblemente a través de la regulacion de la expresion del ARNm ER-a en el atero de la
rata. Estos resultados sugieren que al igual que el esteroide enddgeno, los estrogenos
ambientales (BPA) pueden regular la expresion de ARNm CaBP-9k a través de la
modulacién de la actividad transcripcional de ER.

En el previo estudio se desarrollo una exposicion in vitro para determinar la
estrogenidad utilizando como biomarcador el gen CaBP-9k. Este modelo no solo
proporciona informacion valida en lo que concierne a la actividad de los EDCs, también
reduce el coste y el tiempo dedicado a testar los productos quimicos. Por ello, Dangs y
cols., 2009 utilizando células pituitarias de rata GH3 como modelo in vitro
determinaron los efectos de EDCs entre los que cabe destacar BPA, midiendo la
expresion de ARNm GH (factor de crecimiento) mediante RT-PCR semi-cuantitativa.
Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones y tiempos de exposicion.
Ademas, utilizaron una molécula anti-estrogénica 1C1-182,780, para examinar el papel

de ER en la induccion de la transcripcion de GH en las células.

Por otro lado, con el fin de entender el posible efecto de los EDCs en las vias de
segundo mensajeros, estudiaron los niveles de proteinas quinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERK), proteinas quinasas B (Akt) y/o proteina G mediante analisis de
immunotransferencia. Como control interno utilizaron la induccion de la transcripcién
de un gen conocido, la prolactina (PRL): biomarcador como control interno para la

actividad estrogénica.

A las 24 horas de exposicion se observo aumento significativo en la expresion de
ARNmM GH inducido por altas y medianas concentraciones de EDCs (10° y 10° M)
pero, no se ve cambio alguno en concentraciones bajas (10" M). Como control positivo
se trataron las células con estradiol y vieron que las dosis administradas (de 10-10 a 10°®
M) también incrementaban la expresion de ARNm GH a las 24 horas (llustracion 12a).
Como se esperaba, la expresién de PRL también aumento a dosis altas de estradiol y
EDCs (llustracién 12b).
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llustracion 12: Efecto dependiente de la dosis de tratamiento en la induccion de la transcripcion de
MRNA GH y PRL. VE= vehiculo; E2=estradiol; OP=COctilfenol; NP=Nonilfenol. llustraciéon modificada
de Dangs y cols., 2009.

Para determinar la ruta bioldgica implicada en la induccion de ARNm GH tras la
exposicion de las células GH3 a EDCs se empleo el anti-estrogeno ICI, 182,780. Las
células se trataron con una alta concentracién (10° M) de EDCs en ausencia y en
presencia de ICI 182,780 (10”7 M) y se recogieron 24 horas mas tarde. Los niveles de
ARNmM GH aumentaban tras el tratamiento, mientras que en aquellas que habian sido
co-tratadas con ICI 182,780 mostraban una significativa atenuacion en cuanto a los
niveles de ARNm GH. Po lo tanto, los resultados sugieren que los efectos bioldgicos de
los EDCs estudiados en la induccion de ARNm GH y secrecion de GH responden a un

mecanismo mediado por ERs.

Un experimento adicional se llevd a cabo para determinar el impacto de EDCs en
la induccion de expresion de ERK, Akt y proteina G, involucradas en las vias de
segundo mensajeros, via estrogénica no gendmica. Las células se trataron con una alta
concentracion (10° M) de EDCs durante 24 h y los efectos y los niveles de proteina de
ERK1/2, Aktl/2/3 o0 G, se analizaron por inmunoensayos. Se observd un aumento en
los niveles de expresion de proteinas ERK1/2, Aktl/2/3 y/o G,;.,, demostrando asi que

los compuestos actdan por la via no gendmica también.

En un estudio mas reciente, Ho y cols., 2013, describieron un ensayo in vitro para
cuantificar efectos estrogénicos basados en la enzima Catecol-O-metiltransferasa
(COMT). Esta enzima se expresa en diversos tejidos humanos para degradar los
catecolestrogenos; intermediarios cancerigenos que se generan por el CYP450 a partir

de la hidroxilacion tanto de los estrogenos enddgenos como los xenoestrogenos.
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La expresion endégena de COMT no sdlo esté regulada por la via estrogénica que
reduce la expresion de la enzima a través de ERE, sino que también por compuestos de
muy diferentes estructuras quimicas pero que tienen la capacidad ya sea de imitar o
antagonizar las acciones del estradiol. Por lo que, la expresion de COMT en respuesta a
estos agentes estrogénicos puede ser un metodo Gtil para estimar la estrogenidad, entre
otras sustancias la de BPA. Para ello describieron un sistema de ELISA competitivo que
detecta la expresion de la isoforma soluble COMT (S-COMT) en la linea celular MCF-7

de adenocarcinoma de mama ER-positivo.

A continuacion, la llustracion 13 recoge la caracterizacion y aplicacion de COMT
ELISA y se explica los resultados obtenidos en el estudio.
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llustracion 13: Caracterizacién y aplicacion de COMT ELISA. (a) Efectos de dosis graduadas de 17p-
estradiol (E2) sobre la expresion de COMT, en las células MCF-7 determinado por COMT ELISA
después del tratamiento de 48 horas. (b) Efectos en la expresion de COMT tras el tratamiento con dosis
graduadas de BPA sobre células MCF-7, en presencia o ausencia de ICl 182.780. llustracion modificada
de Ho y cols., 2013.

El tratamiento con 17p -estradiol (10*%-10° M) durante 48 horas causa una
reduccion en la expresion de la COMT en comparacion con los resultados para las
células de control no tratadas (ILustracion 13, a). Tal reduccion puede ser bloqueado
eficazmente por antagonista de ER, ICI 182.780, lo que confirma que la reduccion de la

COMT por 17 - estradiol estd mediada por ER (llustracion 13, b).

BPA reduce el nivel de expresion de S-COMT vy la especificidad de accion
estrogenica se demuestra por el hecho de que el ER antagonista, ICI 182.780, bloquea la

accion de este plastificante en la supresion de la expresion de proteinas COMT.
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Asi el método planteado en este estudio, ELISA basado en células, puede ser un

ensayo rapido y efectivo para evaluar la estrogenidad de compuestos quimicos.

Se sabe que los estrégenos tienen riesgo de desarrollar y progresar la induccion de
varios tipos de canceres como el de mama, ovario o endometrio, y los carcinomas
cervicales. Estos canceres se denominan canceres estrogeno-dependientes. En el estudio
Hwang y cols., 2013, se evalud el efecto xenoestrogénico de BPA y la actividad
antiproliferativa de la genisteina (GEN) en de acuerdo con la influencia de estos
compuestos en los canceres estrogeno dependientes. La interaccion entre ERs y el
receptor del factor de crecimiento de insulina-1 (IGF-1R) juega un papel importante en
la via de sefializacion de proliferacion y la resistencia en los canceres estrogeno
dependientes. El estrogeno regula a la alza la expresion de los componentes del sistema
IGF-1 e induce la cascada de sefializacién mitogénica través de la fosforilacion del

sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1).

El experimento se centro en la comunicacion cruzada en las vias de sefializacion
entre ER y IGF-1R en las células BG-1 adenocarcinoma ovarico estrégeno dependiente.
Se exploro el efecto que inducia el 17p—estradiol (el estrogeno fisiolégico mas potente),
y el BPA. Como otra nota clave del presente estudio, también se explord la efecto
antiproliferativo de la GEN para invertir la proliferacion del cancer promovido por el
estradiol o BPA a través de la supresion de la diafonia entre las vias de sefializacién de
ERy IGF -1R.

Tanto el estradiol y el BPA regulan a la alza la expresion de ARNm ERa y IGF-
1R induciendo la fosforilacién de IRS-1; por el contrario GEN, revierte la estrogenidad
de BPA y estradiol (llustracion 14).
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llustracion 14: Los niveles alterados de expresion de mRNA ERa (izquierda) y IGF-1R (derecha)
después de los tratamientos con estradiol (E2), BPA, E2 + GEN, o BPA + GEN. Se cultivaron células
BG- 1 en placas de 6 pocillos y se trataron con DMSO (vehiculo), E2 (10 M), BPA (10° M), E2 (10°M)
+ GEN (10 M), 0 BPA (10®° M) + GEN (10 M). EI ARN total se extrajo después de los periodos de
tratamiento (6 y 24 h). llustracion modificada de Hwang y cols., 2013.
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El efecto xenoestrogénico in vitro de BPA era confirmado en modelos animales in
vivo en el que los ratones xenoinjertados de trasplante de células BG- 1 de céncer de
ovario y tratados con BPA o estradiol durante 8 semanas. En este estudio, BPA y
estradiol aumentaron continuamente la carga tumoral de los ratones desde la etapa
inicial del experimento; mientras que, GEN disminuyo significativamente el
crecimiento del tumor (llustracion 15). Quedando asi patente como se ha demostrado

en anteriores estudios que el BPA puede imitar las acciones del estradiol enddgeno.
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llustracion 15: Medicién del volumen tumoral. Con la administracion de aceite de maiz (vehiculo),
Estradiol (E2) (20 pg/kg de peso corporal), BPA (100 mg/kg de peso corporal), E2 + GEN (20 pg/kg de
peso corporal + 300 mg/kg de peso corporal), y el BPA + GEN (100 mg/kg de peso corporal + 300 mg/kg
de peso corporal), los volumenes tumorales ( 0,5 x longitud x altura x anchura) se midieron con una escala
vernier cada semana durante 8 semana. llustracion modificada de Hwang y cols., 2013.

Los estudios demuestran la actividad estrogénica del BPA. Mediante lineas celulares
estrégeno-dependientes se ha demostrado que el compuesto se une a los ERs y actla
como antagonista o agonista dependiendo del tejido. Ademas, no solo actla por la via

directa, también puede activar segundos mensajeros como ERK/Akt y/o proteina G.
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Estudio

Objetivo

Método

Resultado

Bergeron y cols., 1999

Schafer y cols., 1999

Cummings y Laws, 2000

Markey y cols., 2001

An'y cols., 2002

Dang y cols., 2009

Medir el potencial estrogénico del BPA in vitro.

Confirmar la estrogenicidad del BPA.

Evaldar la estrogenidad in vivo, basandose en la
capacidad que el compuesto quimico tiene de
iniciar la implantacién en ratas hipofisectomizadas

Establecer método
estrogenidad del BPA.

in vivo para determinar

Determinar Calbindina-D9k como biomarcador
para la respuesta estrogénica de los estrégenos
ambientales (entre ellos, BPA).

Determinar los efectos de EDCs entre los que cabe
destacar BPA, midiendo la expresion de ARNm
GH vy entender el posible efecto de los EDCs en
las vias de segundo mensajeros.

Cultivar células de la linea celular ECC-1 con BPA
comparandola con el control, células cultivadas con
estradiol, mediante ensayos de radiomarcado.

MCF-7 linea celular del tejido mamario; citometria de
flujo.

Utilizaron ratas Holtzman de 70 dias de edad prefiadas
que son hipofisectomizadas después de la fecundacion,
pero antes de la implantacion. Se tratan con progesterona
para retrasar la implantacion pero mantener el
blastocisto en el utero. Se visualiza el sitio de
implantacion por un tinte macromolecular.

Ensayo uterotropico en ratones CD-1 inmaduros,
tratados con estradiol y BPA frente a ratones sin
tratamiento (control). Medicion del peso humedo
uterino, altura de las células epiteliales, la induccion de
la proteina lactoferrina y la expresion de PCNA.

Cuantificacion de ERa por RT-PCR.

Cuantificacion de GH mediante RT-PCR semi-
cuantitativa, utilizando células pituitarias de rata GH3
como modelo in vitro. Para determinar la ruta biolégica
implicada en la induccion de ARNm GH tras la
exposicion de las células GH3 a EDCs se empleo el anti-
estrogeno ICI, 182,780. También estudiaron los niveles
de proteinas quinasas reguladas por sefiales
extracelulares (ERK), proteinas quinasas B (Akt) y/o
proteina G mediante andlisis de immunotransferencia.

Demostraron que el BPA se une a ERs, activando la expresion de receptores
de progesterona. Pero, no induce efecto sobre la proliferacion de las células.

El BPA aumenta la proliferacion de las células cultivadas, niveles
superiores a los del control (tratamiento con estradiol).

Como control se administro por inyeccion 1lug de estrona en ratas
previamente hipofisectomizadas, induciendo asi un control positivo, la
hormona inicio la implantacién en el 100% de los casos. Un patrén similar
se observo en los animales inyectados con BPA, obteniendo una tasa de
implantacion del 100% con una dosis de 200ug BPA/kg.

Aumento del peso himedo uterino con concentraciones superiores a 100
mg/kg peso corporal. Aumento del &rea epitelio luminal en los ratones
tratados con estradiol. Tanto el estradiol como el BPA producen un
incremento en la altura de las células epiteliales.

BPA en concentraciones altas (>75mg/kg) y el estradiol indujeron un
significativo aumento en la expresion de la lactoferrina.

No hubo diferencia significativa en la expresion de PCNA

ARNm CaBP-9k se induce répida y fuertemente por compuestos
estrogénicos ambientales, como el BPA, a través de la regulacién de la
expresion del ARNm ER-a. en el dtero de la rata.

Los niveles de ARNm GH aumentaban tras el tratamiento de EDCs y
estradiol (control positivo), pero las co-tratadas con ICI 182,780 mostraban
una significativa atenuacion de los niveles de ARNm GH. Po lo tanto, los
resultados sugieren que los efectos bioldgicos de los EDCs estudiados en la
induccion de ARNm GH y secrecion de GH responden a un mecanismo
mediado por ERs. Ademas, se observd un aumento en los niveles de
expresion de proteinas ERK1/2, Akt1/2/3 ylo G, demostrando asi que los
compuestos actdan por la via no gendmica también.

Tabla 6: Articulos seleccionados para determinar la actividad estrogénica de BPA y los resultados obtenidos tras los experimentos.
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Estudio Objetivo

Método

Resultado

Ho y cols., 2013 Describir un ensayo in vitro para cuantificar
efectos estrogénicos basado en la enzima COMT.

Hwang y cols., 2013 Evaluar el efecto xenoestrogénico de BPA vy la
actividad antiproliferativa de GEN, de acuerdo con
la influencia de estos compuestos en los canceres
estrogeno dependientes. Basandose en que el
estrogeno regula a la alza la expresion de los
componentes del sistema IGF-1 e induce la
cascada de sefializacion mitégena a través de la
fosforilacion del IRS-1.

El método para cuantificar la expresion de COMT fue
ELISA.

Ensayo de inmunohistoquimico y la bromodesoxiuridina
(BrdU). Ensayo por tanel para analizar el tumor.

El tratamiento con 17p -estradiol (10™%-10° M) durante 48 horas causa una
reduccion en la expresion de la COMT.

BPA reduce el nivel de expresion de S-COMT vy la especificidad de accion
estrogénica se demuestra por el hecho de que el ER antagonista, ICI-
182.780, bloquea la accién de este plastificante en la supresion de la
expresion de proteinas COMT.

Tanto el estradiol y el BPA regulan a la alza la expresion de ARNm ERa y
IGF-1R induciendo la fosforilacion de IRS-1; por el contrario GEN, revierte
la estrogenidad de BPA y estradiol.

BPA y estradiol aumentaron continuamente la carga tumoral de los ratones,
mientras GEN disminuyo significativamente el crecimiento del tumor.

Continuacion Tabla 6: Articulos seleccionados para determinar la actividad estrogénica de BPA y los resultados obtenidos tras los experimentos.
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5.3  Efectos del bisfenol A en la reproduccion en modelos de
experimentacion animal (roedores)

El tercer objetivo es analizar el efecto que el BPA tiene en la reproduccion,
caracterizando el impacto del compuesto sobre la fertilidad de machos y hembras, en
animales de experimentacion (roedores). Con el fin de recopilar articulos a lo referido,
se ha realizado una busqueda en la base de datos PubMed y WOS dirigido a “effect of
bisphenol a on reproduction” (Diagrama 3). Se consiguieron 269 y 373 items,
respectivamente y la seleccion de se realiz6 como se explica en el apartado 4.4.1. Los
articulos elegibles se clasificaron en dos grupos. Por un lado, los articulos referidos al
efecto del BPA en la fertilidad masculina (h= 10) y por otro lado, los referidos a la

fertilidad femenina (n=11), los articulos se recogen en la Tabla 7 y 8, respectivamente.

La infertilidad o la incapacidad para concebir sigue siendo un problema de
proporciones globales, millones de personas en todo el mundo sufren de infertilidad
(Inhorn y Patrizio, 2014). Entre las parejas infértiles, se estima que la causa es
predominantemente femenina en 38% y masculino en 20%, mientras que 27% de los
casos muestran anomalias ambos y en el 15% restante no se identifica causa aparente de
la infertilidad (Marques-Pinto y Carlvaho, 2013).

El BPA es un contaminante ambiental ubicuo, resultante de la fabricacion,
utilizacion o eliminacion de los plasticos que contienen este compuesto quimico como
aditivo. El uso omnipresente y extensivo de productos que contienen BPA da como
resultado una alta exposicion al mismo, lo que podria derivar en efectos adversos en la

salud, entre los que se estudiara el efecto en la reproduccion (Li y cols., 2016).

5.3.1 Efecto de BPA en la reproduccion masculina.

La infertilidad ha tenido una tendencia creciente y la calidad de esperma en los
hombres ha disminuido durante las Ultimas décadas. Los factores fisiopatoldgicos estan
directamente vinculados a solo el 23% de todos los casos de mala calidad, y se cree que
los factores ambientales son las principales causas de los casos restantes (Li y cols.,
2016).

Los procesos y la regulacion del desarrollo reproductivo masculino estan bajo el

control de los diversos mecanismos que comienzan a operar durante la vida fetal. Estos
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mecanismos son sensibles a factores enddgenos y exdgenos como los EDCs, por lo
tanto, la exposicion a ellos durante la vida prenatal y postnatal temprana (durante la
lactancia) pueden perturbar el desarrollo normal del eje HHG y la espermatogénesis
(Gamez y cols., 2014).

La espermatogénesis es un proceso complejo que depende de sefializacion
endocrina y paracrina, para llevar a cabo las multiples divisiones celulares. Divisiones
necesarias para renovar la poblacion de celulas madres espermatogonias
(spermatogonial stem cell [SSC]) y dar lugar a poblaciones de células que se diferencian
en Ultima instancia en espermatozoides, gametos masculinos. La meiosis es la division
celular esencial para que se dé la reduccidon de las células germinales diploides a

gametos haploides durante la gametogénesis (Vrooman y cols., 2015).

Evidencias crecientes muestran que el BPA tiene la capacidad de interrumpir
eventos meidticos y, posteriormente, poner en peligro la funcion reproductiva. Por ello,
Liu y cols. (2013) realizaron un estudio in vivo para evaluar los posibles efectos del
BPA en la funcion reproductiva y el progreso de la meiosis en ratas machos adultas y

explorar mecanismos relevantes involucrados.

En el estudio los resultados demostraron que el BPA induce anomalias meiéticas
en el sistema reproductivo masculino en ratas adultas. In vivo, la administracion de
200 pg/kg peso corporal/dia redujo significativamente el nimero de espermatozoides en
ratas macho adultas. La reduccion en el recuento espermatico se asocio con una

interupcion meiodtica y la consiguiente apoptosis en las células testiculares

Liu y cols., propusieron que pudo ser causado por la persistencia de roturas bicatenarias
del ADN (DSB=Double-Strand Breaks). Es decir, falta de reparacion de roturas de la
doble hebra del ADN en la fase de paquiteno y la activacion de sefiales ATM/Chk2,
“check-point” del ciclo celular, que cuya activacion no solo retasa la division celular,
también induce la apoptosis en caso de que los DSBs no sean reparados correctamente.
La apoptosis fue iniciada por una cascada de caspasas; el tratamiento con sustancias con
actividad estrogénica activa la expresion de caspasa-3, mientras que el pretratamiento

con ICI bloquea dicha activacion (llustracion 16) (Liu y cols., 2013).
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llustracion 16: Cuantificacion de proteina Caspasa 3 activa en relacién al total. Las ratas control
tratadas con vehiculo se fijaron en el 100% (n=6 ratas por grupo). llustracion modificada de Liu y cols.
2013.

Estos resultados estan de acuerdo con el informe de Tiwari y Vanage (2013) que
analizaron el efecto mutagénico de BPA en las células germinales masculinas de ratas
adultas. Afirmaron que la acumulacion de ADN dafado (llustracién 17) en los

espermatozoides puede ser causado por la acumulacion de DSBs.

llustraciéon 17: Grado de dafio en el ADN evaluado mediante el ensayo cometa en el esperma
epididimal obtenido de ratas tratadas con diferentes concentraciones de BPA. (A) Control,
tratamiento con vehiculo; (B) Ratas tratadas con 10 pg/kg; Ratas tratadas con 5 mg/kg. Todas las
iméagenes estan 63x magnificadas. llustracion modificada de Tiwari y Vanage, 2013.

Vrooman y cols., (2015) demostraron que, en el ratén, la exposicion a estrogenos
exogenos (BPA vy etinil-estradiol [EE]) durante el desarrollo testicular altera
permanentemente la espermatogénesis en el adulto. Para probar la hipotesis de que la
exposicion estrogénica neonatal interrumpe la meiosis, los ratones machos recién
nacidos (1-12 dias después del parto) recibieron dosis orales diarias de BPA y EE o
vehiculo (placebo). En el protocolo experimental, analizaron los niveles de SYCP3 y

MLH1: SYCP3 es un componente del complejo sinaptonémico (SC), y MLH1 es una
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proteina que se localiza en los sitios de intercambio meidtico, proteina asociada al

entrecruzamiento en el paquiteno.

Observaron una reduccion en los niveles de MLH1 y un aumento correspondiente
en la insuficiencia de recombinacion aparente. Es decir, la exposicion estrogénica
aumenta la frecuencia de fallo de la recombinacion. Ademas, para determinar si los
defectos de recombinacion inducidos por los estrégenos exdgenos se deben a cambios
en la linea germinal, transplantaron células germinales purificadas expuestas, a un
ambiente somatica no expuesto. El analisis llevado a cabo en las colonias regenadoras
por las células expuestas demostrd niveles méas bajos de MLH1, en comparacion con
aquellas tratadas con placebo. La persistencia de fenotipo de recombinacion en el
trasplante de las células germinales proporciona evidencia de que la exposicion

estrogénica altera las SSC.

Son preocupantes los niveles de BPA en fluidos biologicos, como el plasma
materno, plasma fetal, tejido de la placenta, la sangre del cordén umbilical y de fluido
amnidtico, ya que indican que el BPA puede atravesar facilmente la barrera placentaria.
Los fetos en desarrollo son mas susceptibles a la exposicion al BPA ya que tienen una
disminucion de la eficiencia del metabolismo y una baja concentracion de proteinas de
unién a suero (Salian y cols., 2009).

El periodo perinatal se considera una “ventana” vulnerable y sensible del
desarrollo de un individuo ya que abarca una importante fase de diferenciacion sexual
en el que la menor perturbacion hormonal puede tener un impacto duradero sobre la
fertilidad (Salian y cols., 2009).

En el estudio llevado a cabo por Salian y cols. (2009), la exposicion perinatal de
las ratas al BPA dio lugar a la reduccién del nimero de espermatozoides y la motilidad
en la descendencia masculina; se observo que estos machos eran subfertiles cuando se
aparearon con hembras normales no expuestas al BPA. Es importante destacar que estos
efectos persistieron en las posteriores generaciones F2 y F3 (llustracion 18). Estas
observaciones sugieren que la exposicion perinatal de ratas al BPA provoca efectos

negativos y duraderos sobre la fertilidad en edad adulta y que son transgeneracionales.
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llustracion 18: (Arriba) Disminucion del recuento medio de espermatozoides por millones en la cola del

epididimo; (Abajo) % de motilidad espermatica. En ratas machos adultas expuestas a 1,2ug y 2,4 ug de
BPA y DES comparando con el control.

En un experimento de Gamez y cols., (2014), sometieron a ratas hembras a dosis
de BPA bajas (3pg/kg/dia) durante el periodo de prefiez y estudiaron el efecto que ello
tenia sobre los descendientes machos prepuberales. Asi comprobaron que el peso
testicular habia disminuido en aquellos que habian sido expuestos, mientras que no se
aprecio diferencias significativas en cuanto a la vesicula seminal. Por otro lado, se
analizaron los niveles séricos de LH y FSH, que aumentaron significativamente en los
animales expuestos (llustracion 19), al contrario que los niveles de testosterona que no

variaron de un grupo a otro.
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llustracién 19: Niveles de LH, FH y testosterona en suero. (n = 6-11). llustracion modificada de
Gamez y cols., 2014. 46



Se sabe que la regulacion de la funcion de la vesicula seminal es dependiente de
andrdgenos, por lo que seria de esperar que los cambios en los niveles de andr6genos
modificaran el peso de la glandula sexual. Pero comprobaron que los niveles de
testosterona no se vieron significativamente alterados tras la exposicion a BPA,
quedando justificado el hecho de que no se observara ningun cambio en el peso de la

vesicula seminal.

Por otro lado, el peso de los testiculos depende principalmente del nimero de
Células de Sertoli. Estas células proliferan en un periodo preciso que comienza en la
vida fetal y sigue en el periodo neonatal. Los datos demuestran que el peso testicular
absoluto disminuye en los animales expuesto. Estos efectos podrian ser consecuencia de
la union de BPA a ERP presente en células de Sertoli. Estos receptores estan ya
presentes en las primeras etapas de desarrollo. BPA podria alterar la morfologia de estas
células mediante la union a los receptores, y podria también disminuir el nimero de

celulas, en consecuencia modificando el peso testicular.

El aumento de LH observado en animales expuestos al BPA puede explicarse por
una posible reduccién en el mecanismo de retroalimentacion negativa de la testosterona,
probablemente inducido por la accién antiandrogénica del BPA. Ya que se ha
demostrado que, BPA afecta a mdltiples etapas de la activacion y la funcién de

receptores androgénicos, lo cual inhibe la unién de los andrégenos nativos.

Por otra parte, el hecho de que la exposicion a BPA aumente los niveles de FSH
puede ser debido a su capacidad para interferir con la secrecion de inhibina. Por lo que
en futuros estudios seria de gran ayuda determinar los niveles de inhibina. Sin embargo,
Gamez no descarta que BPA tenga un efecto directo a nivel hipotalamico mediante su
unién a las neuronas a través del receptor de kisspeptina, receptor de proteina G

acoplada.

Asi mismo, Salian-Mehta y cols., (2014) demostraron que la exposicion de ratas
machos a una dosis baja de BPA durante el periodo neonatal es capaz de inducir
alteraciones en la expresion de los receptores de esteroides testicular y sus co-
regularadores durante el desarrollo. Tales perturbaciones afectan en la espermatogénesis

de los recién nacidos y tienen impacto sobre la fertilidad durante la edad adulta.
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La espermatogénesis es un proceso altamente coordinado fundamental para la
fertilidad masculina que requiere una alta interaccion de diferentes células, junto con la
expresion de receptores esteroideos y los co-reguladores en una proporcién definida. La
diferencia en la sensibilidad hacia BPA y otros alteradores endocrinos pueden atribuirse
mayormente a diferentes patrones de expresion. En el presente estudio las ratas
expuestas en periodo neonatal a BPA mostraron menos ERs (ERP y ERa) Yy receptores
androgénicos en las células de Sertoli a edad adulta, demostrando el efecto del BPA

(lustracion 20).
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lustracion 20: Efecto de la exposicion neonatal a BPA en la intensidad de receptores esteroideos
en el tejido testicular en los dias postnatales 15, 30, 45 y 90: (A) Receptores androgénicos; (B)
Receptor estrogenico beta; (C) Receptor estrogénico alfa. Andlisis de imagen, 10D = densidad éptica
integrada. B = grupo experimental; O = grupo control. Ilustracion modificada de Salian-Mehta y cols.,
2014.

Wisniewski y cols., (2015) investigaron la toxicidad reproductiva de BPA en ratas
machos adultas. Las ratas fueron expuestas a 25 mg/kg de peso corporal/dia a 5 mg/kg

de peso corporal/dia.

Los resultados mostraron que la exposicion a BPA en la edad adulta reduce la
produccion de espermatozoides testiculares totales y diarios en aproximadamente un
50% en ratas de ambos grupos de BPA. Sin embargo, los resultados de experimentos
Ilevados a cabo en animales de laboratorio adultos son contradictorios. Afios antes, en el
estudio Al-Hiyasat y cols., (2002) estimaron la fertilidad en ratones machos adultos (60
dias) expuestos a 0, 5, 25 y 100 ng/kg BPA durante 30 dias. Después del periodo de
tratamiento cada macho se coloco en una jaula con dos hembras de la misma cepa
virgenes no tratadas. La fertilidad de los ratones se vio significativamente disminuida en

aquellos machos que ingirieron 25 y 100 ng/kg por dia durante 30 dias, ya que se
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observo que el nimero de hembras prefiadas era menor. El peso de los testiculos
disminuia en todos los machos tratados con el compuesto al igual que el peso de la
vesicula seminal. Un afio més tarde, Chitra y cols. (2003) mostraron que ratas de 45 dias
de edad sometidas a tratamientos de BPA en dosis de 0,0002, 0,002 o 0,02 mg/kg
presentaron una reduccion dependiente de la dosis en la motilidad y el conteo de
espermatozoides del epididimo (llustracién 21).
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llustracion 21: (I1zquierda) Efecto del BPA en la motilidad de espermatozoides del epididimo.
(Derecha) Efecto del BPA en el contaje espermético en el epididimo. Ilustracion modificada de Chitra
y cols., 2003.

Wisniewski y cols., ademéas de una disminucion de la produccion, observaron que
el movimiento de los espermatozoides a través del epididimo fue rapido lo que puede
comprometer al correcto desarrollo del espermatozoide. Durante la espermatogénesis,
organulos citoplasmaticos se localizan en regiones especificas del espermatozoide para
realizar funciones especializadas. Como resultado, las mitocondrias se encuentran en la
region intermedia y generan energia para el flagelo, promoviendo asi el movimiento. La
integridad de la membrana de los espermatozoides también determina la capacidad de
los espermatozoides para fertilizar el 6vulo. Las sustancias toxicas pueden alterar el
metabolismo energético de la region intermedia y por consiguiente disminuir la
fertilidad espermatica. El estrés oxidativo inducido por sustancias toxicas es la causa

mas comun de dafio al esperma (Wisniewski y cols., 2015).

Mas concretamente Chitra y cols., elaboraron un estudio en 2003 para evaluar el
efecto de BPA en la induccidn de estrés oxidativo en espermatozoides del epididimo de
ratas. En el presente estudio los animales tratados con BPA mostraron una disminucion

de las actividades de enzimas antioxidante superéxido dismutasa , catalasa,
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glutation reductasa y glutation peroxidasa y un aumento de los niveles de peroxido de
hidrégeno (H202) y la peroxidacion lipidica en los espermatozoides del epididimo de
ratas en forma dependiente de la dosis. Si los espermatozoides no estan provistos de
sistemas de defensa antioxidante, las células no son capaces de eliminar los radicales
libres lo que genera estrés oxidativo en ellas y por consiguiente dafio en el ADN

espermatico.

También se han realizado estudios sobre BPA y los mecanismos epigenéticos que
podria generar. El objetivo de Doshi y cols., (2011) es estudiar la metilacion del ADN
de la region del promotor del receptor estrogénico y también la maquinaria de
metilacion en los testiculos de ratas adultas expuestas a BPA en su periodo neonatal.

La epigenética se define como el estudio de los procesos que inducen cambios
heredables en la expresion génica pero sin cambios en la secuencia del ADN. Los
cambios epigenéticos incluyen metilacion del ADN, modificaciones en las histonas y
ARN no codificantes, que regulan la expresion de genes sin afectar la secuencia del gen.

Las modificaciones epigenéticas a través de la metilacién del ADN son cambios
permanentes que se transmiten a las siguientes generaciones. La region del gen
promotor citosina fosfato guanina (CpG) hipermetilada reprime la expresion de genes
mientras que la hipometilacion de dicha region incrementa la expresion. A su vez, la
metilacion del ADN es catalizado por ADN metiltransferasa (Dnmts), principalmente
Dnmts 1, Dnmts3a y 3b.

El presente estudio demostré que la exposicion neonatal de ratas machos a BPA
indujeron la hipermetilacion de la regiéon promotora de ERa y B y causaron alteraciones
en la expresion de Dnmts a nivel testicular durante la edad adulta. Lo que sugiere un

efecto epigenético de BPA a través de la metilacion aberrante del ADN.

Varios estudios muestran un aumento notable en enfermedades reproductivas,
asociadas a la exposicion de BPA. Dependiendo de la edad en la que se exponga el
individuo el efecto serd uno u otro, no obstante la fertilidad del varon se afecta a

cualquier edad, teniendo repercusion en sus progenitores también.
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5.3.2 Efecto del BPA en la reproduccion femenina.

La exposicion a EDCs diaria es uno de los principales factores que puede
aumentar el riesgo de infertilidad de la mujer. EI BPA es un EDC conocido que se
utiliza ampliamente, por lo que los seres humanos estan expuestos a este compuesto en
su entorno. Estudios mas recientes han demostrado que la exposicion se asocia con la

disfuncion reproductiva en la mujer (Wang y cols., 2014).

En los mamiferos, la formacion de los foliculos primordiales en los ovarios es un
proceso estrechamente regulado y crucial para la fertilidad femenina, y cualquier
anomalia en dicho proceso puede resultar en la infertilidad. La formacion empieza en la
vida fetal, las células germinales primordiales (PGC) migran a la génada y se dividen
rapidamente ya que son los precursores de las oogonias que posteriormente se
diferenciaran en ovocitos, gameto femenino. PGCs se dividen por mitosis pero no
realizan citocinesis completa, las oogonias siguen conectadas por puentes intercelulares,
formando nidos. Cuando se da la ruptura de los nidos, las oogonias entran en la meiosis
I, hasta detenerse en diploteno de la profase I, dando lugar a ovocitos primarios. En este
punto los ovocitos comienzan a separarse unos de otros y a rodearse por células de la

granulosa, formando asi los foliculos primordiales (Zhang y cols., 2014).

En casi todas las hembras de los mamiferos, incluido el ser humano, la meiosis se
inicia durante el desarrollo fetal en el Utero y concluye cuando el ovocito es fecundado,
en la edad adulta del individuo. La meiosis es un tipo especial de division celular que se
caracteriza por la division reduccional del genoma, generando células haploides después
de dos divisiones celulares tras la replicacién del ADN. Durante la vida fetal se produce
la primera profase meiotica, y los ovocitos primarios quedan detenidos en la fase

diploteno hasta la pubertad (Briefio-Enriquez y cols., 2012).

Durante la profase meidtica se dan algunos eventos importantes como los
complejos sinapticos y la recombinacion de cromosomas homologos por el
entrecruzamiento de las hebras. Estos procesos se dan a partir de la generacion de DSBs
a lo largo del genoma. Los DSBs deben ser reparados mediante recombinacién
homologa ya sea mediante los cruces (COS, cuando las regiones que flanquean DSBs
son intercambiados entre los homologos) o como los no cruces (NCOS, cuando no

ocurre intercambio entre los homologos), para que el ciclo celular siga adelante. Cuando
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el intercambio entre los cromosomas homologos se realiza, aumenta la expresion de la
proteina MLH1, proteina que se localiza en los sitios de intercambio mei6tico, proteina
asociada al entrecruzamiento (Briefio-Enriquez y cols., 2012). Proceso semejante

explicado anteriormente en los machos.

En el estudio de Wang y cols., (2014) para explorar el efecto in utero de BPA en
las PGCs, realizaron evaluaciones histolégicas y compararon los ovarios del grupo
tratado con BPA y el grupo control, a dia 4 postnacimiento de los ratones. Los datos
muestran que todas las dosis de BPA administradas causan que mas células
permanezcan en los nidos y se forme un menor ndmero de foliculos primordiales,

comparando con los ovarios control (llustracion 22)
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llustracion 22: Efecto del BPA en la ruptura de los nidos de células germinales. Los ovarios se
obtuvieron de una hembra por cada camada en dia 4 postnacimiento y después se sometieron a
evaluacion histoldgica. El porcentaje de las células germinales que quedan en los nidos (panel izquierdo)
y el porcentaje de foliculos primordiales formados (panel derecho). Ilustracion modificado de Wang y
cols., 2014.

Mismo resultado se obtuvo en el estudio Zhang y cols., (2014). Para evaluar los
efectos de la exposicion al BPA en ovarios de ratones neonatales, los ovarios se
cultivaron durante 3 dias in vitro. La llustracion 23 muestra que en el cultivo control el
numero de foliculos primordiales es mayor que el porcentaje de células germinales en
nidos; mientras que el cultivo tratado con BPA muestra mayor region de nidos y menor

porcentaje de foliculos primordiales.
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llustracion 23: Porcentaje de células germinales en nidos y foliculos en el cultivo control y
expuestas a BPA y dietilhexil ftalato (DEHP). llustracién modificado de Zhang y cols., 2014.

Ambos estudios (Wang y cols, 2014 y Zhang y cols., 2014) optaron por centrarse
en el efecto del BPA en la ruptura del nido, definido como un proceso apoptotico. En
los roedores dicha ruptura es provocada por la caida de los niveles de estrdgenos
alrededor del nacimiento. Dada la actividad estrogénica de BPA uno de los propdsitos
planteados es averiguar si el BPA interfiere en el proceso de apoptosis de las células
germinales. Ambos estudios afirman que el BPA interrumpe el equilibrio entre los
factores pro y anti-apoptoticos, alterando asi la descomposicion del nido.

Por otro lado, Susiarjo y cols., (2007) demostraron que la exposicién in utero de
BPA interrumpe la sinapsis y la recombinacién en la profase meidtica en el raton. Para
analizar la profase mei6tica, los ovarios fueron aislados de fetos femeninos en el dia
18,5 de gestacion. Realizaron andlisis en ovocitos en paquiteno, etapa en la cual la
sinapsis entre cromosomas homologos es completa y los sitios de intercambio entre
homologos pueden ser detectables como focos MLH1 - positivos. Mediante el uso de
anticuerpos SCP3 y MLH1 para visualizar el SC y detectar los intercambios,
respectivamente, se analizaron las células de fetos femeninos tratados con placebo y
expuestos a BPA. En cuanto a los resultados, encontraron un aumento significativo en

anomalias sinapticas en ovocitos de hembras expuestas al BPA.

Lawson y cols., (2011) descubrieron un gran numero de cambios sutiles en la

expresion génica en el ovario fetal de raton tras la exposicion a BPA (20 ng/g)
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(lustracion 24). Los autores afirman que estos cambios podrian estar relacionados con

los defectos en la recombinacion y sinapsis de la meiosis.
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llustracién 24: Genes meiosis especificos y candidatos a, afectados por BPA. De los 265 transcriptos
identificados, 67 de ello se vieron regulados a la alza (up-regulated) o a la baja (down regulated) por
BPA. llustracion modificado de Lawson y cols., 2011.

Cabe destacar entre los genes estudiados la regulacion a la alza de Stra8, un gen
que se piensa que es la clave en relacion con la entrada en la via de la meiosis de las
oogonias. La entrada mei6tica es precedida por rondas sucesivas de proliferacion
mitdticas que amplia la poblacion de las celulas germinales. Por lo tanto, si la
exposicion al BPA induce la entrada de la meiosis prematura, podria provocar la
reduccion del conjunto total de ovocitos. Esto tendria ramificaciones reproductivas
importantes porque las hembras expuestas a BPA en el periodo perinatal no solo
podrian tener un mayor riesgo de producir évulos aneuploides (por los efectos en la

meiosis) sino que también un mayor riesgo de senescencia reproductiva prematura.

En un estudio reciente, Ziv-Gal y cols., (2015) presentaron datos adicionales a los
recogidos por Wang y cols., 2014. Wang vy cols., examinaron los efectos de BPA en el
utero sobre los resultados reproductivos de la generacion F1 e informaron que el BPA
provocaba un retraso en la edad de inicio del estro, diversos problemas en la fertilidad u

aumento de crias muertas en comparacion con los controles (Wang y cols., 2014).

Ziv-Gal y cols., analizaron ademéas de la generacion F1, las generaciones
posteriores (F2 y F3). Los resultados indican que la edad de la abertura vaginal fue
similar en todos los grupos en la generacion F1 pero, se retraso en los ratones F3 en los

grupos expuestos a BPA (0,5ug/kg/dia y 50ug/kg/dia) (Ilustracion 25).
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lustracion 25: Los efectos de la exposicion al BPA en el Gtero en el momento de la abertura vaginal
en las generaciones F1-F3. n = 9 y 15 ratones por grupo de dosis. Los asteriscos representan una
diferencia significativa con el grupo control. llustracién modificada de Ziv-Gal y cols., 2015.

Sin embargo, estos datos difieren con los publicados en Honma y cols., (2002).
Con el fin de aclarar el efecto in vivo de la exposicion a dosis bajas de BPA durante el
desarrollo prenatal, Honma y cols., examinaron la maduracion sexual y la capacidad
reproductiva en ratones hembras. Asi, mostraron que la exposicion a 20pg/kg/dia en el
utero BPA induce una abertura vaginal temprana comparando con el control (llustracion
26). Sin embargo la funcion reproductiva no se vio afectada en las condiciones del

presente estudio tras cruzar dichas hembras con machos sanos (Honma y cols., 2002).
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llustracion 26: Edad de la abertura vaginal. n = 10 para cada grupo de dosis. llustracion modificado de
Honma y cols., 2002.

Ziv-Gal y cols., afirman que las diferencias en los datos recogidos no estan claros

pero que podria deberse a diferentes cepas de ratones utilizadas en los protocolos
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experimentales, tiempo de exposicion y diferentes dosis administradas en los estudios
(Ziv-Gal y cols., 2015).

Por otro lado, Ziv-Gal y cols., observaron que el indice de apareamiento fue
similar en todos los grupos estudiados y generaciones, lo que sugiere que la exposicién
al BPA en el Utero no altera el comportamiento sexual de los animales. Por el contrario,
disminuyo la capacidad de los ratones de mantener la gestacion a medida que
envejecian. Curiosamente, la disminucién mas pronunciada en el indice gestacional se
observo con el tratamiento 0,5ug/kg/dia en hembras a medida que la edad aumentaba

(tanto en F1 y F2 a los 9 meses).

Es posible que esta dosis de BPA sea ovotoxica y que directamente dafie algunas
células germinales durante el periodo perinatal y posteriormente dar lugar a ovocitos no
saludables con modificaciones epigenéticas. Esto se basa en hallazgos anteriores de
Susiarjo y cols., (2007) que demostraron que la exposicion a BPA en el Gtero interfiere
en la maduracion y desarrollo de ovocitos de las hembras F1, lo que resulta en un mayor

riesgo de producir aneuploidias.

Teniendo en cuenta los hallazgos anteriores, Gdmez y cols., (2015) realizaron
un trabajo de investigacion para comprobar el efecto de la exposicion prenatal y
postnatal temprana (durante la lactancia) a dosis bajas de BPA en el eje HHG. La
analitica hormonal mostr6 que los niveles séricos de LH y estradiol aumentaron
significativamente en las ratas expuestas a BPA, mientras que los niveles de FSH no se
modificaron (llustracion 27). Estos cambios en las gonadotropinas pueden reflejar una
funcion anémala del generador de impulsos GnRH. En este sentido, Fernandez y cols.,
(2010) demostraron que la exposicion al BPA aumenta la frecuencia del pulso GnRH,

que lleva a un aumento en los niveles de LH.
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lustracion 27: Niveles séricos de LH, FSH y estradiol respectivamente. (n = 6-11). llustracién
modificada de Gamez y cols., 2015.
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Fernandez y cols., (2010) registraron en los resultados de su estudio que las
ratas hembras expuestas a BPA en periodo neonatal presentan alteraciones en la
secrecion de GnRH, como demuestra la llustracion 28, por una disminucién en los

intervalos de los interpulsos de GnRH (IPI).
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llustracién 28: La exposicion neonatal a BPA disminuye IPI en ratas hembras adultas, como se
determina por la liberacion de GnRH a través de explantes hipotalamicos in vitro. (n = 6 por
tratamiento). llustracion modificada de Fernandez y cols., 2010.

Berger y cols., 2007 disefiaron un estudio para investigar el impacto de la
exposicion al BPA durante los primeros 5 dias de gestacion, periodo que coincide con la
sincronizacion de la implantacién en ratones. Abordaron dos vias de administracién del

compuesto, por inyeccion subcutanea y la ingesta de alimentos contaminados.

Las altas dosis de BPA por ingestibn o inyeccion durante el periodo de
implantacion interrumpen las gestaciones en ratones inseminadas en el laboratorio. Las
inyecciones subcutaneas dieron como resultado una disminucion en el nimero medio de
crias a partir de 3,375 mg/dia de BPA. Ademas, a dosis de 10,125 mg/dia hubo una
reduccion significativa en el nimero de las gestaciones, ya que se observo un menor
numero de crias nacidas en aquellas hembras que se les permitio dar a luz y un menor
numero de sitios de implantacion en aquellas que se sacrificaron al de 6 dias de la

inseminacion.

En ratones, el periodo de tiempo durante el cual el Utero es receptivo para la
implantacion de un blastocisto es muy estrecho, y el tiempo de transporte de los évulos
fecundados por la trompa de Falopio es critico. Los niveles elevados de estradiol en
plasma alteran la velocidad a la que los dvulos fertilizados viajan a través de las trompas
de Falopio. Exposicion a altos niveles de BPA inducir un efecto similar y por lo tanto

cuando el embrion alcanza el Gtero la ventana de implantacion no estar abierta.
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Ademéas como muestra el estudio Takai y cols., (2000) las altas concentraciones
de BPA pueden influir a nivel del embridn también. Takai y cols., examinaron el efecto
de BPA in vitro en embriones en las primeras etapas de desarrollo, periodo
preimplantacional. Cultivaron embriones de raton de dos células a diferentes
concentraciones de BPA para analizar la tasa de desarrollo. Asi, demostraron que el
compuesto quimico en concentraciones bajas (1 a 3 nM) aumenta significativamente la
tasa de desarrollo de embriones de raton de dos células a blastocistos, mientras que una

alta concentracion (100uM) la disminuye (llustracion 29).

IN(L_- f}_{-}-'{_‘lhﬁ'__;?__{%

ST /2 .
© %
IR
=1]
= 4 éi'
-]
=
2 2
o
] }.—".-" I i ] f.-}a’
™ w1 1

Concentracion de BPA (M)

lustracion 29: Efectos de BPA en el desarrollo de embriones de ratdén de dos células cultivadas en
presencia de las concentraciones indicadas y evaluado a intervalos de 24 h para el desarrollo de
embriones de ocho células (o) y los blastocistos (e). Los simbolos * y ** indicar p<0,05 y p< 0,01,
respectivamente, en comparacion con el desarrollo de embriones de control incubadas con vehiculo
(etanol 0,1%) solo. Los resultados son la suma de al menos tres andlisis independientes; cada grupo
consistia de 150 a 400 embriones. llustracion modificado de Takai y cols., 2000.

Mas adelante, Berger y cols., (2010) disefiaron un experimento para investigar la
morfologia uterina y la expresion de los receptores de esteroides estrégeno-
dependientes, en respuesta a la exposicion de BPA en la fase de implantacion
intrauterina del blastocisto (1-4 dias después de la gestacion en ratones).
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Los datos demuestran que la exposicién a dosis altas de BPA durante este periodo
interrumpe la implantacion intrauterina a la vez que altera drasticamente la morfologia
uterina. Después de las inyecciones diarias de BPA en los dias 1-4 de la gestacion, se
observa una expansion considerable de la superficie luminal uterina y un aumento de la

altura de las células del epitelio luminal (llustracion 30).
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lustracion 30: (lzquierda) Altura de las células del epitelio luminal uterino; (Derecha) Area
luminal uterina. Hembras inseminadas en el laboratorio y muestras analizadas en el dia 6 de gestacion
tras inyecciones subcutaneas de BPA en los dias 1-4 de la gestacion. llustracion modificado de Berger y
cols., 2010.

Tanto el desarrollo embrionario apropiado como un ambiente uterino adecuado
son esenciales para una implantacion exitosa. Las grandes alteraciones en la morfologia
uterina observados en el estudio sugiere que el BPA también puede ejercer su influencia
a nivel uterino, lo que afecta su receptividad para la implantacion del blastocisto. Asi, el
namero de sitios de implantacion desciende a medida que aumenta la concentracion de
BPA (llustracion 31).
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llustracion 31: NUmero de sitios de implantacion en el dia 6 de la gestacién tras inyecciones
subcutaneas de BPA en los dias 1-4 de la gestacion. llustracion modificada de Berger y cols., 2010.

Una de las mayores preocupaciones es que la exposicion prenatal y postnatal
temprana a BPA induce cambios multigeneracionales. Ejerce su efecto sobre el
desarrollo de la gbnada fetal a traves de distintos mecanismos. Estudios han demostrado
que afecta a la maduracion meidtica del ovocito y limita el niamero de foliculos
primordiales disponibles mas tarde en la vida reproductiva de la hembra; ademas,

conduce a alteraciones en el tracto reproductivo y en el inicio de la pubertad.
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Estudio

Objetivo

Método

Resultado

Al-Hiyasat y cols., 2002

Chitra y cols., 2003

Doshi y cols., 2011

Gémez y cols.., 2014

Liuy cols, 2013

Analizar el efecto del BPA en la fertilidad
de ratones machos.

Evaluar el efecto del BPA en la induccién
de estrés oxidativo en espermatozoides del
epididimo de ratas.

Estudiar la metilacion del ADN de la region
del promotor del receptor estrogénico y
también la maquinaria de metilacién en los
testiculos de ratas adultas expuestas a BPA
en su periodo neonatal.

Analizar el efecto en machos prepuberales
de dosis bajas de BPA durante la gestacion.

Evaluar posibles efectos del BPA en la
funcion reproductiva, el progreso de la
meiosis en ratas machos adultas y explorar
mecanismos relevantes involucrados.

Se administraron concentraciones diferentes de BPA por
via intragastrica a 40 ratones machos Swiss. La fertilidad
masculina evalué por apareamiento cada raton con dos
hembras no tratadas.

A las ratas macho de raza Wistar (45 dias) se les
administro dosis graduadas de BPA y se midieron los
niveles de expresion de enzimas antioxidantes con el
método de Lowry.

Ratas Holtzman prefiadas. Los niveles de proteina
testiculos de Dnmt3a, Dnmt3b y actina fueron
determinados por Western Blot. Cebadores especificos
se utilizaron para determinar el nivel relativo de
expresion de genes ERo, ERP y Dnmt3a mediante
reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa en tiempo
real (QPCR).

Se detectaron los niveles séricos de las hormonas
mediante radio inmunoensayo.

Ratas Wistar de 8 semanas de edad. La morfologia y
motilidad se exploro de acuerdo a los parametros de la
OMS. La deteccion hormonal se realizo mediante
inmunoensayo de quimioluminiscencia y
radioinmunoensayo. El analisis de la meiosis se llevo a
cabo mediante una técnica de inmunofluorescencia.

Los machos expuestos a BPA mostraron una reduccion significativa en el
nimero de espermatozoides, menor tasa de prefiez y un nimero mayor de
reabsorciones en de los embriones implantados.

Sometidas a tratamientos de BPA presentaron una reduccion dependiente de
la dosis en la motilidad y el conteo de espermatozoides del epididimo.
Ademas, una disminucidn de las actividades de enzimas antioxidante
superdxido dismutasa , catalasa, glutation reductasa y glutation peroxidasa y
un aumento de los niveles de perdxido de hidrédgeno (H202) y la
peroxidacion lipidica en los espermatozoides del epididimo.

La exposicion neonatal de ratas machos a BPA indujeron la hipermetilacion
de la region promotora de ERa y B y causaron alteraciones en la expresion
de Dnmts a nivel testicular durante la edad adulta. Lo que sugiere un efecto
epigenético de BPA a través de la metilacion aberrante del ADN

El peso testicular disminuye en aquellos que habian sido expuestos,
mientras que no se aprecio diferencias significativas en cuanto a la vesicula
seminal. Los niveles séricos de LH y FSH, aumentan significativamente en
los animales expuestos, pero no se vio alteracion en la testosterona.

In vivo, la administracion de 200 pg/kg peso corporal/dia redujo
significativamente el nimero de espermatozoides en ratas macho adultas.
La reduccion en el recuento espermatico se asocio con una interrupcion
meidtica y la consiguiente apoptosis en las células testiculares.

Tabla 7: Los articulos seleccionados para analizar el efecto que el bisfenol A tiene en la reproduccion de los machos en animales de experimentacion.
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Estudio

Objetivo

Método

Resultado

Salian y cols., 2009

Salian-Mehta y cols., 2014

Tiwari y Vanage y cols., 2013

Vrooman y cols., 2015

Wisniewski y cols., 2015

Analizar el efecto de BPA en la fertilidad
masculina tras la exposicién perinatal.
Ademas examinaron el efecto en las
siguientes dos generaciones.

Demostrar que la exposicion de ratas
machos a una dosis baja de BPA durante el
periodo neonatal es capaz de inducir
alteraciones en la expresion de los
receptores de esteroides testicular y sus co-
regularadores durante el desarrollo.

Analizar el efecto mutagénico de BPA en
las células germinales masculinas de ratas
adultas.

Demostrar que la exposicion estrogénica
neonatal interrumpe la meiosis de los
ratones machos.

Investigar la toxicidad reproductiva de BPA
en ratas machos adultas.

Ratas Holtzman. Se estudia el efecto del compuesto en la
fertilidad de machos expuestos observando las tasas de
prefiez.

Los niveles de expresion de los receptores se detecto
mediante RT-PCR.

El grado de dafio en el ADN se evalud mediante el
ensayo cometa en el esperma epididimal obtenido de
ratas tratadas con diferentes concentraciones de BPA.

La deteccidn se realizo mediante inmunotincion.

Treinta ratas Wistar. Los espermatozoides se recogieron
de la cola del epididimo.

La exposicién perinatal de las ratas al BPA dio lugar a la reduccién del
nimero de espermatozoides y la motilidad en la descendencia masculina; se
observo que estos machos eran subfertiles cuando se aparearon con hembras
normales no expuestas al BPA. Estos efectos persistieron en las posteriores
generaciones F2 'y F3.

Las ratas expuestas en periodo neonatal a BPA mostraron menos ERs (ERf
y ERa) y receptores androgénicos en las células de Sertoli a edad adulta.

Afirmaron que la acumulacion de ADN dafiado en los espermatozoides
puede ser causado por la acumulacion de DSBs.

Observaron una reduccién en los niveles de MLH1 y un aumento
correspondiente en la insuficiencia de recombinacion aparente. La
exposicion estrogénica altera las SSC.

Los resultados mostraron que la exposicion a BPA en la edad adulta reduce
la produccion de espermatozoides testiculares totales y diarios. Ademas,
observaron que el movimiento de los espermatozoides a través del
epididimo fue rapido lo que puede comprometer al correcto desarrollo del
espermatozoide.

Continuacion Tabla 7: Los articulos seleccionados para analizar el efecto que el bisfenol A tiene en la reproduccion de los machos en animales de

experimentacion.
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Estudio

Objetivo

Método

Resultado

Berger y cols., 2007

Berger y cols., 2010

Gamez y cols., 2015

Fernandez y cols., 2010

Honma y cols., 2002

Lawson y cols., 2011

Susiarjo y cols., 2007

Investigar el impacto de la exposicién al
BPA sobre la gestacion durante los primeros
5 dias.

Investigar la morfologia uterina y la
expresion de los receptores de esteroides
estrégeno-dependientes, en respuesta a la
exposicion de BPA en la fase de
implantacion intrauterina del blastocisto.

Comprobar el efecto de la exposicion
prenatal y postnatal temprana (durante la
lactancia) a dosis bajas de BPA en el eje
HHG.

Identificar el efecto de BPA en eje HHO.

Aclarar el efecto in vivo de la exposicion a
dosis bajas de BPA durante el desarrollo
prenatal.

Analizar la expresion génica relacionada
con la meiosis en el ovario fetal de raton tras
la exposicion a BPA.

Demostrar que la exposicion in utero de
BPA interrumpe la sinapsis 'y la
recombinacién en la profase meidtica en el
raton.

Abordaron dos vias de administraciéon del compuesto,
por inyeccién subcutdnea y la ingesta de alimentos
contaminados. Ratones de la cepa CF- 1

Los ratones de la cepa CF- 1. En dia seis de gestacion se
sacrifican los ratones y se analiza el sitio de
implantaciéon y la histomorfologia del Utero y los
ovarios.

Para determinar la LH sérica y las concentraciones de
FSH vy estradiol se realiz6 quimio—luminiscencia y
radioinmunoanélisis.

Se identificaron los pulsos de la GnRH y los intervalos
de interpulso (IPI) determinados por andlisis Cluster8
(Veldhuis 'y Johnson 1986) utilizando software
Pulse_XP.

Ratones ICR/Jcl y se expusieron a BPA por via
subcutanea.

Los fetos se eliminaron de los cuernos uterinos, y los
ovarios fueron aislados de los fetos femeninos. Para el
analisis genético, se determino el ARN mediante
“Affymetrix GeneChip Whole Transcript Sense Target
Labeling Assay”.

Ovarios fueron aislados de fetos femeninos en el dia
18,5 de gestacion. Realizaron inmunotincion con
anticuerpos frente a SCP3 y MLH1 para analizar la
sinapsis y recombinacidn, respectivamente.

Las altas dosis de BPA por ingestion o inyeccién durante el periodo de
implantacién interrumpen las gestaciones en ratones inseminadas en el
laboratorio.

Los datos demuestran que la exposicion a dosis altas de BPA durante este
periodo interrumpe la implantacion intrauterina a la vez que altera
dréasticamente la morfologia uterina. Se observa una expansién considerable
de la superficie luminal uterina y un aumento de la altura de las células del
epitelio luminal.

La analitica hormonal mostré que los niveles séricos de LH y estradiol
aumentaron significativamente en las ratas expuestas a BPA, mientras que
los niveles de FSH no se modificaron.

Se registraron en los resultados de su estudio que las ratas hembras
expuestas a BPA en periodo neonatal presentan alteraciones en la secrecion
de GnRH, por una disminucion en los intervalos de los interpulsos de
GnRH (IP1).

Examinaron la maduracién sexual y la capacidad reproductiva en ratones
hembras. Asi, mostraron que la exposicion a 20 pg/kg/dia en el Gtero BPA
induce una abertura vaginal temprana comparando con el control

De los 265 transcriptos identificados, 67 de ello se vieron regulados a la
alza (up-regulated) o a la baja (down-regulated).

Encontraron un aumento significativo en anomalias sinapticas en ovocitos
de hembras expuestas al BPA.

Tabla 8: Los articulos seleccionados para analizar el efecto que el bisfenol A tiene en la reproduccion de las hembras en animales de experimentacion.
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Estudio

Objetivo

Método

Resultado

Takai y cols., 2000

Wang y cols., 2014

Zhang y cols., 2014

Ziv-Gal y cols., 2015

Examinar el efecto de BPA in vitro en
embriones en las primeras etapas de
desarrollo, periodo preimplantacional.

Explorar el efecto in utero de BPA en las
PGCs realizaron evaluaciones histoldgicas
y compararon los ovarios del grupo tratado
con BPA y el grupo control, a dia 4
postnacimiento de los ratones.

Evaluar los efectos de la exposicion al BPA
en ovarios de ratones neonatales.

Analizar el efecto de la exposicion fetal
ademas de en la generacion F1, en las
generaciones posteriores (F2 y F3).

Ratones hembras B6C3F1 de cinco a 7 semanas de edad.

El nimero de células de los blastocistos se determino
afiadiendo Hoechst 33258 y posterior observacion bajo
la luz ultravioleta mediante microscopia de fluoresceina.

El analisis de la expresion de las células presentes en los
ovarios se realizo mediante RT-PCR.

Los ovarios de ratones CD-1 se cultivaron durante 3 dias
in vitro. La inmunohistoquimica de fluorescencia para el
contaje de ovocitos/foliculos.

Ratones FVB. Las ratas fueron monitorizadas para
detectarla abertura vaginal.

Demostraron que el compuesto quimico en concentraciones bajas aumenta
significativamente la tasa de desarrollo de embriones de ratén de dos células
a blastocistos, mientras que una alta concentracion la disminuye.

Los datos muestran que todas las dosis de BPA administradas causan que
mas células permanezcan en los nidos y se forme un menor nimero de
foliculos primordiales, comparando con los ovarios control. Examinaron
los efectos de BPA en el Utero sobre los resultados reproductivos de la
generacion F1 e informaron que el BPA provocaba un retraso en la edad de
inicio del estro, diversos problemas en la fertilidad u aumento de crias
muertas en comparacion con los controles.

El cultivo control el nimero de foliculos primordiales es mayor que el
porcentaje de células germinales en nidos; mientras que el cultivo tratado
con BPA muestra mayor region de nidos y menor porcentaje de foliculos
primordiales.

Los resultados indican que la edad de la abertura vaginal fue similar en
todos los grupos en la generacion F1 pero, se retraso en los ratones F3 en
los grupos expuestos a BPA.

Continuacion Tabla 8: Los articulos seleccionados para analizar el efecto que el bisfenol A tiene en la reproduccion de las hembras en animales de

experimentacion.
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6. CONCLUSIONES

- ElI BPA es un compuesto quimico utilizado en la fabricacion de policarbonato y
resinas epoxi; Sus polimeros estan presentes en los envases de comida y bebida, como

botellas y latas.

- La esterilizacion (agua hirviendo hasta 10 minutos) de envases con BPA no
provoca una mayor liberacion del compuesto; pero, se han observado concentraciones
del compuesto en los contenidos tras una exposicion a temperaturas altas (> 25°C) en

un tiempo mas prolongado.

- Las exposiciones de BPA causadas por envases, estan por debajo de los niveles
marcados por EFSA (50ug/kg/dia). Aun asi, en 2011 se ha prohibido el uso de este
aditivo en la UE, en productos que vayan a entrar en contacto directo con los nifios.

- Experimentos in vitro (con tejidos o biomarcadores génicos estrogeno
dependientes) e in vivo (ensayos uterotréficos por ejemplo) han demostrado la
estrogenicidad del compuesto. EI BPA se une a los ERs y actla como agonista o
antagonista dependiendo del tejido. También puede actuar por la via de los segundos

mensajeros, via ERK/Akt y/o proteina G.

- Se han encontrado efectos del BPA en la reproduccion masculina ya que
produce una reduccion en el nimero de espermatozoides y una peor motilidad de los
mismos. Ademas se ha visto que afecta a las enzimas antioxidantes lo que hace que
haya un aumento de estrés oxidativo que puede dafar al espermatozoide. También se ha

visto un efecto epigenético a través de la metilacion aberrante del DNA.

- Los estudios existentes muestran efectos del BPA en la reproduccion femenina
debidos a la exposicion perinatal del mismo. EI BPA interrumpe la sinapsis y la
recombinacion en la profase meiética, lo que induce anomalias en los ovocitos. Por otro
lado, las células realizan una meiosis prematura que podria provocar la reduccion del

conjunto total de ovocitos y un mayor riesgo de senescencia reproductiva prematura. La
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exposicion a BPA en la edad adulta en dosis altas provoca alteraciones morfoldgicas del
utero reduciendo la receptividad de este llegando a interrumpir la gestacion. Ademas se

ha visto que un menor nimero de embriones llegan a blastocisto.

Conclusion final: La poblacion estd expuesta al BPA y estudios en animales de
experimentacion, roedores, demuestran que el compuesto tiene efectos negativos en la

reproduccion, confirmando asi la hipotesis planteada.
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