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SNS: sistema nervioso simpatico
Ul: unidades internacionales

VP: vasopresina
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RESUMEN

La regulacion de los fluidos corporales es de vital importancia para los seres
vivos. Cuando tales fluidos sufren variaciones de volumen o de osmolalidad se disparan
mecanismos compensatorios del sistema nervioso central, hormonales y de
comportamiento. El sistema hormonal por excelencia que regula la homeostasis de los
fluidos es el SRAA, siendo la Ang Il la hormona central encargada de desencadenar la
sensacion de sed, la Unica via que tienen los animales para reestablecer los niveles de
liquidos corporales. Hoy se sabe que hormonas como los estrégenos, ademas de sus
efectos reproductivos, tienen también efectos no reproductivos, llegando a influir en la
regulaciéon de los fluidos corporales, en este caso disminuyendo la sensacion de sed
mediante su accion sobre el SNC y la Ang Il. El creciente uso de nuevas sustancias
sintéticas con las que debemos lidiar diariamente, ha hecho aumentar la preocupacion
por su posible toxicidad y efectos sobre nuestro organismo, ya que no todos son bien
conocidos. Dentro de este grupo de sustancias se encuentra el disruptor endocrino
bisfenol A, sintetizado por primera vez como Xxenoestrogeno. Su imitacion de los
efectos estrogenicos ya ha sido estudiada en ciertos pardmetros, pero ain quedan
muchas incognitas por desvelar sobre las acciones ejercidas por esta sustancia y las
dosis a las que tienen lugar. En el presente estudio se ha pretendido mostrar si la accién
ejercida por el bisfenol A sobre la regulacion de los fluidos corporales tiene lugar a una
dosis dada, como ocurre en el caso del estrégeno. Si bien a una dosis diaria s.c. de 50
ug/kg de bisfenol A no se vio una influencia significativa sobre los pardmetros
estudiados, a parte de sus efectos reproductivos, si se vieron los suficientes indicios para
continuar con la investigacion, posiblemente a dosis diferentes y con un ndmero

superior de ratas hembras experimentales.

Palabras clave:Regulacion de fluidos, Estrogenos,Sed, SRAA, Ang Il, Disruptor

endocrino, Xenoestrdgeno, Bisfenol A.



ABSTRACT

Theregulation  of  bodyfluidsis  vital  fortheorganisms’ survival.
Volumeorosmolalitybody fluid changestrigger hormonal, behavior and central
nervoussystemcompensatorymechanism. Hormonal fluid homeostasis
islargelyregulatedby RAAS, being ANG I, themain hormone
responsibleforperceivingthirst, theonlywayforanimals to restorethelevels of bodyfluids.
Itisknownthat hormones likeestrogens, in addition to theirreproductiveeffects, exertother
roles suchustheregulation of bodyfluids. Thusestrogensdecreasethesensation of
thirstbyactingonthe CNS and Ang Il. Theincreasing use of new syntheticsubstances has
improvedconcernsabouttheirpossibletoxicity and deleteriouseffectsonourhealth.
Withinthisgroup of substancesistheendocrinedisruptorbisphenol A firstsynthesized as
xenoestrogen. Theestrogeniceffect of BPA has beenpartiallystudied, butthere are
stillmanyquestionsabouttheactionsperformedbythissubstance and the doses at
whichtheyoccur. Theaim of thepresentstudyitis to determine if BPA regulation of body
fluid occurs at a givendose as estrogendoes. Besidessomereproductiveeffects,
thegivendailydose of 50 mg/kg of BPA didnotallowtheobservation of
significantinfluenceonthestudiedparameters. Furtherinvestigations, employingdifferent
BPA doses and highernumber of experimental animalswith BPA will be required to

unveilitseffects.

Key words: Regulation of body fluids, Estrogens,Thirst, SRAA, Ang I,
Xenoestrogen, Endocrine disruptor, Bisfenol A.



1. INTRODUCCION

El equilibrio de los fluidos corporales varia a lo largo del ciclo reproductivo de los
mamiferos a consecuencia de la fluctuacion de los niveles de hormonas
ovaricas(Summy-Long, 2001). El volumen de plasma sanguineo y la osmolalidad de
tales fluidos se mantienen dentro de unos parametros relativamente estables, por ello
cuando se producen alteraciones en este equilibrio se desencadenan respuestas
compensatorias, fisiologicas y de comportamiento (Duvekot et al, 1995).

1.1. Regulacion del fluido corporal

La supervivencia durante condiciones constantemente cambiantes del entorno
externo e interno requiere una adecuada perfusién de todos los tejidos del cuerpo para
proporcionar suficientes metabolitos para el metabolismo celular. Para facilitar el
intercambio el fluido debe tener un volumen y una presion adecuados. De acuerdo con
ello, la homeostasis de los fluidos implica una regulacion del volumen, de la presion y
de la osmolalidad (Curtis, 2009).

1.1.1. La regulacion osmatica

La osmorregulacién es el proceso mediante el cual los seres vivos mantienen
relativamente constante su medio interno, de manera que su composicion quimica varia
muy poco. Para ello, los organismos deben regular la entrada y salida de agua, sales
minerales y otras sustancias; esto evita que el medio interno llegue a estados demasiado
diluidos o concentrados (Garber, 2002).Un aumento o disminucién de tan sélo 1 - 2% en
la osmolalidad provoca respuestas compensatorias que afectan a la conducta, las
hormonas y a las respuestas neuronales, y cuya finalidad es restaurar la
concentracion de fluidos a niveles optimos. EI Na* es el principal electrolito que
contribuye a la osmolalidad de los fluidos corporales, encontrandose principalmente en
el liquido extracelular (LEC). Asi que la regulacion del Na* sera de gran relevancia para
mantener la osmolalidad del plasma (290 mOsm/kg en la mayoria de mamiferos)
(Hinchcliff, 2005).
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Una elevada concentracion de Na* en plasma estimula la liberacion de la hormona
antidiurética, vasopresina (VP) desde la hipdfisis posterior, dando lugar a la
concentracion de la orina y favoreciendo la retencion de liquidos. Al mismo tiempo, el
aumento de la liberacion de oxitocina (OT) por la pituitaria posterior y el péptido
natriurético atrial (ANP) desde el corazon, promueven la excrecion renal de Na'*. Estas
respuestas hormonales diluyen el Na™ plasmatico. Ademas de la reabsorcion de agua
renal también hay un aumento de la ingesta de liquidos (sed) en respuesta a la
activacion de osmorreceptores periféricos o centrales. La inhibicion de las vias
nerviosas centrales que median el consumo de sal, asi como la supresién de las
hormonas aldosterona (Aldo) y la angiotensina Il (Ang II) impiden incrementos
adicionales de Na" en plasma. Ambas hormonas actiian a nivel central para estimular la
ingesta de sal y ademas sus efectos periféricos conducen a la retencion de Na*. Como
era de esperar, la disminucionen los niveles de Na“ en plasma produce efectos

contrarios a los descritos anteriormente (Curtis 2009; Silverthorn, 2014) (Fig. 1).

t Na+ (+)
(+)
ADH (VP) Oxitocina y ANP
Retencion hidrica Excracidn renal de Na+

Dilucién del plasma sanguineo

r
Sed

I
Activacién osmorreceptores centrales y periféricos --ff———————

Sumado a:
l, aldosterona y angiotensina Il
Inhibicion ingesta de sal
lHu+ en plasma

Fig. 1.Regulacién osmotica frente a una subida de Na+ en plasma. En el caso contrario, frente a

una bajada de Na* en plasma toda la ruta se inhibiria.
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Para el cuerpo es de vital importancia mantener la osmolalidad. El agua es capaz
de atravesar libremente la mayoria de las membranas celulares, asi que si la osmolalidad
del liquido extracelular oscila, el agua entrard o saldra de las células y como
consecuencia se modificara tambien el volumen intracelular (Silverthorn, 2014). Si esto
no se mantiene dentro de ciertos niveles se podria ver comprometida la funcionalidad de

la célula, y por ello el mantenimiento de la homeostasis del fluidocelular es esencial.

1.1.2. La regulacion del volumen

El aumento o disminucion del volumen de fluido corporal también desencadena
respuestas compensatorias. La pérdida de volumen vascular detectada por los
barorreceptores situados en el corazén y los grandes vasos, activa el sistema nervioso
simpatico para producir vasoconstriccion y taquicardia. Por otra parte, la pérdida de
volumen estimula la liberacion de VP y Ang I, los cuales actian directamente sobre los
vasos sanguineos para producir vasoconstriccion, aumentando asi los efectos de la
activacion simpética. Al mismo tiempo, la VP promueve la retencién de liquido para
evitar una mayor peérdida de fluido en la orina, mientras que angiotensina Il actta en los
sitios centrales para provocar la ingesta de aguay de sal. El aumento del volumen

vascular produce lo contrario a lo descrito anteriormente (Mckinley et al, 2004).

Como se desprende del resumen anterior, los desajustes en los fluidos corporales

provocan respuestas compensatorias que se clasifican en las siguientes categorias:

1) Actividad del sistema nervioso simpatico y central: cambios en la presion arterial y
en la frecuencia cardiaca.
2) Cambios hormonales en VP, OT, angiotensina Il, Aldo, y los niveles de ANP.

3) Cambios conductuales: cambios en la ingesta de agua y sal.

Por lo tanto, las respuestas a los cambios en los fluidos corporales requieren la

deteccion de una sefial especifica, asi como la integracion y coordinacién de un

12



conjunto complejo de respuestas hormonales, neuronales y de comportamiento. EI SNC

es de gran importancia para estos requisitos (Almeida-Pereira et al, 2016; Curtis, 2009).

a} Respuesta a |z disminucidn de |z presign arterial y dal volumen

| Volemia
1 Presién arferial

Volorreceptores en auriculas y
barorreceptores adrticos y carotideos

3

Desencadenan reflejos homeostaticos

Aparato
cardiovascular

Sed causa
1 ingesta de agua
1 Volumen, ting g
vasoconshiccion

1 ¥olumen de LEC
y de LIC
Conserva H20
para minimizar
nuevas pérdidas
de volumen

T Presién
arterial

b) Respuesta al aumento de la presidn arterizl y del velumen
T Volemia

T Presion arterial

Volorreceptores en auriculas y barorreceptores adrticos
y carotideos

Desencadenan reflejos homeostaticos

Aparato
cardiovascular

Excreta sales y

agua en orina
| Volumen, &

vasodilatacion

1 Volumen de LEC
y de LIC

Fig. 2. Respuestas integradas a los cambios de volemia y presion arterial (Modificado de:

Silverthorn, 2014).

Por lo general, todas las hormonas nombradas en la regulacion hidrosalina se

encuentran relacionadas a través del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA).

El SRAA es considerado un sistema endocrino cuyos metabolitos activos tienen

una amplia variedad de funciones en distintos 6rganos y tejidos (Lima, 2010). En la

circulacion, la proteasa renina secretada por el riidn convierte el angiotensindégeno del

plasma (de origen hepético) en angiotensina | (Ang I) y esta, a su vez, es convertida en

angiotensina Il (Ang Il) por la enzima convertidora de angiotensina (ECA), de origen

pulmonar (Lima, 2010).

La Ang Il es un potente vasoconstrictor que incrementa la resistencia vascular

periférica y como consecuencia eleva la presion arterial. En situaciones de deplecion de
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volumen extracelular la Ang Il reduce la excrecion renal de Na* y agua alterando la
hemodindmica renal y estimula la secrecion de aldosterona por la corteza suprarrenal, la
cual provoca mayor reabsorcion hidrosalina a nivel del tabulo colector. La aldosterona
es una hormona mineralocorticoide que no sélo actda a nivel del rifién, sino que
también tiene receptores en distintas areas del cerebro. Cuando la aldosterona es
liberada se une al receptor de mineralocorticoides (MR) situado en el cerebro, la union
lo activa desencadenando el apetito por lo salado (Fu, 2014). En varios estudios se llegd
a la conclusion de que la Ang Il y la aldosterona tienen efectos sinérgicos y juntas
refuerzan el apetito por la sal (Epstein, 1982). Pero se debe puntualizar que, en contraste
con la Ang Il que estimula la ingesta de agua y en menor medida de sodio, los
mineralocorticoides estimulan la ingesta de sodio con poco o ningln efecto sobre la
ingesta de agua (Geerling, 2006; Vallon et al, 2005). Todo esto puede facilitar la

regulacion diferencial de la ingesta de agua y sodio (Fu, 2014).

Por combinacion de los efectos de la Ang Il, esta regula la presién arterial de
forma directa al aumentar la resistencia vascular periférica, y de forma indirecta al

aumentar el volumen sistélico y, por ende, el gasto cardiaco (Lima, 2010) (Fig. 3).

Ante una situacion de hipovolemia, volumen disminuido de plasma sanguineo:
La ingestion de agua y Na* es el iinico medio para reparar las deficiencias de agua y Na*
corporales. La sed y el apetito por la sal son los estados motivacionales que conducen a
los animales a hallar y consumir agua y sustancias saladas. Frente al desequilibrio de los
fluidos corporales el SNS ejerce su accién en cuestion de segundos, pero los efectos
endocrinos no se empiezan a notar hasta minutos después. La Ang Il y la aldosterona
actlan sobre ciertas estructuras para estimular la sed y el apetito por el Na* en
condiciones de hipovolemia. Mas exactamente la Ang Il aumenta el flujo simpético
estimulando la liberacion de VP y con ello la ingesta de agua y Na*, en menor grado
(Johnson, 1997).
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1 Volemia Angiotensinégeno en el
plasma producido
| Presitn arterial constantemente por el

higado
| el ransporte de NaCl y
1 la aclividad simpdtica

-

Rifion produce Enzima renina

ANG | en &l plasma

ANG Il en €l plasma

Ceniro conirol
cardiovascular

1 Respuesia
cardiovascular

1 Presion arterial

Corfeza adrenal

Tobulo proxamal

t Reabsorcion de Na~

1 Volvmen y s mankiene
la osmolaridad

Fig. 3. Sistema renina-angiotensina (RAS) y efectos de la angiotensina Il.(Modificado de:

Johnson, 1997).

1.1.3. Lased

La sed, ademas del ansia o la necesidad de ingerir fluidos, es el mecanismo

fisiolbégico que nos permite, junto con el sistema renal y la hormona antidiurética,

mantener un estado adecuado de hidratacion (Aragén Vargas, 1996). Se trata de un

mecanismo esencial que interviene en el equilibrio de liquidos, siendo la Unica forma

que tiene nuestro cuerpo de reponer fluidos, a parte de los obtenidos de la comida. La

sed surge de una falta de liquidos o de un aumento en la concentracion de ciertos

osmolitos, como la sal. Si el volumen de agua del cuerpo cae por debajo de un cierto

umbral o la concentracion de osmolitos llega a ser demasiado alta, se produce la sed.

Hay receptores y otros sistemas en el cuerpo que detectan tales variaciones (Silverthorn,

2014).
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1.1.3.1.Tipos de sed

Dentro del concepto de la sed se puede distinguir entre "sed extracelular” y "sed
intracelular”, la extracelular es la generada por disminucién del volumen y la
intracelular es la que se da por el aumento de la concentracién de osmolitos (Carlson,
2005) (Fig.4). Sin embargo, la gana de beber en si misma es algo generado a partir del

procesamiento central del cerebro, no importa la forma en que se detecta.

Sed hipovolémica Sed osmotica

\\  Compartimento
extracelular

~ { |

| Compartimento || . -/} ’
intracelular | |

Fig.4. Tipos de sed. Izqda.: sed hipovolémica o extracelular; dcha.: sed osmética o intracelular (Sacado
de: http://blogs.gamefilia.com/tidus-7/03-01-2012/47499/por-que-motivo-tenemos-sed).

La sed es un mecanismo esencial de regulacion del contenido de agua en el cuerpo
y uno de los primeros sintomas de deshidratacion. Tiene como objetivo final mantener
el fluido intersticial a la misma concentracion que el intracelular. Esta condicién se
Ilama isotonica y se produce cuando el nivel de solutos que esta presente en ambos
lados de la membrana celular es igual, de manera que el movimiento neto del agua es
cero (Silverthorn, 2014).

1.1.3.1.1. La sed por deshidratacion intracelular u osmética se produce cuando

aumenta la concentracion de los solutos del fluido intersticial. Este aumento extrae agua
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de las células, y se encogen en volumen. El aumento de la concentracién de los solutos
del liquido intersticial hace que el agua migre a través de las membranas celulares hacia
el compartimento extracelular, por &smosis, lo que provoca la deshidratacion
celular. Los osmorreceptores de los oOrganos circunventriculares (OCVs) son los
encargados de detectar las variaciones de la osmolalidad que causan esta clase de sed y
que estimularan a su vez una mayor liberacion de vasopresina para la reabsorcion renal
de agua (Arau, 2013; Mckinley, 2009).

1.1.3.1.2. Sed por deshidratacién extracelular o hipovolémica, se da a causa de la
disminucion del volumen sanguineo, y se define como la sed causada por la pérdida de
volumen de la sangre sin agotar el fluido extracelular. Puede ser causado por la pérdida
de sangre, vomitos y diarrea. La hipovolemia es detectada por el rifion activando el
SRAA, este desencadena la produccion de la Ang Il que usa la sangre para desplazarse.
Uno de sus efectos es que actta sobre la pituitaria posterior y la corteza suprarrenal
causando una cascada de hormonas que produciran una retencion de agua y sodio.
También es responsable de la activacion de la sed al actuar sobre los receptores de
angiotensina AT1 del érgano subfornical (SFO) de la lamina terminal (Mckinley, 2009;
Mckinley et al, 2004) (Fig. 5).

Dos 6rganos en concreto son los principales implicados en la mediacion del
apetito por la sal y la sed, el érgano vasculoso de la lamina terminal (OVLT) y el ya
nombrado 6rgano subfornical (Wilson, 2005). Ciertos estudios han demostrado que
mediante la ablacién de cualquiera de estas areas se reduce en gran medida la ingesta de
agua y Na" en ratas tratadas con inyecciones intravenosas de Ang Il (Morris, 2002). Sin
embargo, la lesion de la SFO falla en la reduccion de la ingesta de Na' en ratas
adrenalectomizadas (ADX) (Wilson, 2002). Estos hechos junto con que el SFO tiene
una gran cantidad de receptores AT1 para Ang Il indican que es el principal centro
encargado de desencadenar la sed (Mckinley, 2009).
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Osmotica Hipovolémica
(Deshidratacidn intracelular] [Deshidratacidn extracebular)
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Fig. 5. Esquema del modo de accion de los distintos tipos de sed.

1.2. Estrogenos

Los estrogenos son hormonas sexuales esteroideas lipofilicas (derivadas del
colesterol), principalmente femeninas, producidos en su mayoria por los ovarios pero
también por la placenta durante el embarazo y en menor grado por las glandulas

adrenales (Graves et al, 2011).

1.2.1. Mecanismos de actuacion

En primer lugar, es importante tener en cuenta que los estrégenos: estradiol,
estrona, estriol son una familia de compuestos de origen natural que, aunque
bioguimicamente relacionados, son estructuralmente distintos y difieren en términos de
concentraciones circulantes, actividad fisioldgica, potencia y afinidad para los diversos

subtipos de receptores estrogénicos (Barha, 2009; Curtis, 2009).
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El 17-B-estradiol es el estrégeno elegido para nuestra investigacion siendo
considerado la forma mas potente de estrégeno. Sus efectos centrales son atribuibles en
su mayoria, a las acciones de esteroides clasicos: el estrogeno difunde en la célula y
actla a través de la unién con su receptor, formando un complejo que se une a un
elemento de respuesta estrogenico nuclear, llegando a afectar a la expresion génica y a
la transcripcion. Este modo de actuacion se considera como efectos genomicos lentos,
pero el potencial de actuacion de los estrogenos abarca mas campos, habiendo
comprobado en distintas investigaciones que también causa efectos no genémicos mas
rapidos (Falkenstein et al, 2000; Fannon, 2001). Se cree que el efecto del estrogeno
sobre la ingesta de agua es el resultado de un mecanismo genémico, por lo tanto no se
esperara una disminucion de la ingesta hasta unas 26 horas después de la administracién

de un tratamiento de estradiol en ratas OV X (Krause, 2003).

Existen distintos tipos de receptores estrogénicos a los que se puede unir (ERp,
ERa asociados a la membrana plasmatica) (Barha, 2009). Cuando ya se conocia la
existencia del ERo, mediante estudios con ratones Knockout con mutaciones en ese
receptor, se observO una interrupcion en su ciclo de retroalimentacion hipotalamo-
hipofisis-gonadal. Esto concordaba con la creencia general de que ERa era esencial para
la reproduccion en el plano de las gonadas, la pituitaria y el cerebro. En 1996, fue
identificado un segundo ER (ERp) a partir de cDNA de préstata de rata (Rissman,
2008). Estudios posteriores con ratones Knockout para ER, entre otros permitieron ver
dos cosas, la primera fue la existencia de una mayor cantidad de ER que de ERa fuera
del hipotalamo, especialmente en el cerebelo, cértex y en el hipocampo; y la segunda
que ERP puede mediar los efectos del estradiol sobre los comportamientos no

reproductivos (Rissman, 2008).

El 17- B-estradiol tiene unas 40 veces mas afinidad por los receptores ERBy ERa
que su isémero 17-a-estradiol (Barha, 2009). Estos receptores se encuentran repartidos
por todo el SNC, en particular en las areas involucradas en el equilibrio de los fluidos
corporales (Graves et al, 2011). El que se hayan encontrado en distintas zonas del
cerebro, como en neuronas de oxitocina (OT) del hipotdlamo, es una prueba de que los
estrégenos ademas de tener efectos esteroideos clasicos sobre la expresion de genes que
pueden conducir a cambios en la sintesis de neurotransmisores, afectar a la densidad de
receptores o a la morfologia neuronal, también pueden influir en la excitabilidad
neuronal (Herbison, 1997; Qiu et al, 2003; Womble, 2002).
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De todo lo citado se deduce que las diferentes respuestas causadas en el cuerpo
por la accion del estradiol pueden deberse al tipo de receptor al que se una o incluso a
que active mecanismos gendmicos 0 no gendmicos (Saleh, 2000).

1.2.2. Influencia sobre la osmolalidad y volumen de los fluidos corporales

Las evidencias acumuladas durante méas de 40 afios de investigaciones, como por
ejemplo la existencia de ER en diversas areas centrales implicadas en la regulacion de
los fluidos, sefialan la posible influencia de los estrogenos sobre el control de los fluidos
corporales, méas especificamente en las respuestas compensatorias frente a
perturbaciones del equilibrio osmotico y/o de volumen (Stern, 2003). Todo esto también
se vio apoyado al observarse que el equilibrio de los fluidos corporales fluctGa segun el
nivel de hormonas ovéricas a lo largo del ciclo reproductivo. Esté bien establecido que
los estrogenos son criticos para el comportamiento reproductivo de ratas hembras y que

estan implicados en el control del equilibrio de los liquidos corporales (Krause, 2003).

En rata hembra la ingesta de agua varia durante el ciclo reproductivo de 4 dias,
observandose un menor consumo de agua el dia del estro (dia con niveles méas elevados
de estrégenos), cuando de forma natural se cree que el estrégeno ejerce sus acciones de

una forma mas notoria (Chevalier, 2016; Krause, 2003).

El estrogeno altera la sensibilidad de deteccion de sefiales del SNC y, al mismo
tiempo, actta dentro de las vias centrales modificando el sistema de neurotransmisores
que median respuestas especificas frente a desajustes osmoticos o de volumen (Curtis,
2015). Ademas se comprobd que disminuyen la presion arterial y la frecuencia cardiaca
en reposo, asi como la hipertension producida por manipulacion experimental. Para ello
parecen actuar a multiples niveles dentro del circuito del cerebro posterior que controla

la funcion cardiovascular (Curtis, 2009).

La concentracion plasmatica umbral de Na* que resulta en la liberacion de VP se
ve reducida por la accion de los estrogenos, aunque el rango dinamico no se ve
afectado. Unos niveles elevados de estrégenos provocan una menor concentracion
plasmatica de Na’, un mayor volumen sanguineo, o ambos, debido a la interaccion
estrogeno/VP. Segun resultados obtenidos en estudios realizados en ratas tratadas con

estrégenos en condiciones basales todo lo nombrado contribuiria a un volumen 'y
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concentracion de Na* plasmatico disminuidos (hipovolemia e hiponatremia

respectivamente) (Curtis, 2009).

Es importante destacar que los estrdgenos como tal, son suficientes para atenuar
la ingesta de agua y en menor grado de Na' estimulada por la accion de la Ang Il

(Almeida-Pereira et al, 2016), ya que reduce la activacion del SNC (Fig. 6).

Pérdida de volumen plasmitico =) SNC lo capta y responde =) Liberacién de Ang ll=} Ingesta de agua

IDisminuyendo
; ESTROGENOS 4

Atenua Frenando

Fig. 6. Efectos de los estrogenos frente a hipovolemia.

Esto se apoya en evidencias que demuestran que el estrégeno regula la expresion
del receptor de Ang Il (Kim, 2014).

Se sabe que las mujeres muestran una mayor preferencia por lo salado segun el
momento del ciclo reproductivo, es decir, segin sean sus niveles de hormonas
gonadales (Curtis, 2015). Se piensa que el tratamiento con estradiol disminuye la
percepcion por lo salado y por lo tanto aumenta el consumo de NaCl. A ello se suman
otros efectos como son la disminucion del peso corporal y el aumento del peso uterino
(Curtis, 2015; Graves et al, 2001).

1.2.3. Menopausia inducida

Es de destacar el aumento gradual de la presién arterial con la menopausia, lo que
deja entrever la importancia de las hormonas sexuales femeninas en la regulacion de
esta (Kanaya, 2003).

Asi que la terapia de reemplazo de estradiol se emplea para disminuir el riesgo
de enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas ya que este se ve aumentado
después de transcurrido el periodo fértil. El sistema renina-angiotensina central y
periférico es uno de los principales reguladores de la presion arterial y la excrecion y

reabsorciéon de Na*. Basicamente se lleva a cabo a través de la accién vasoconstrictora
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de la Ang Il que promueve un aumento en la presion arterial, y del efecto vasodilatador
del NO (Almeida-Pereira et al, 2016).

El estrogeno influye en toda esta regulacion afectando a la expresion de los

receptores de Ang Il y estimulando la produccion de NO (Graves et al, 2011).

Ademas de imitar parcialmente los cambios inducidos por la senescencia en
mujeres, la ovariectomia bilateral también es un buen modelo para estudiar los efectos
especificos de los estrogenos a través de su sustitucion, ya que las ratas en estado
natural se encuentran sometidas a cambios ciclicos en los niveles de estrégenos a causa

de su ciclo reproductivo (Almeida-Pereira et al, 2016).

La pérdida de actividad ovéarica desemboca en un cambio del entorno hormonal,
con una caida en la cantidad de estrdgenos que afecta a muchos tejidos del cuerpo y

produce una gran variedad de sintomas (EI Habachi, 2014).

Las hormonas sexuales femeninas actian como antioxidantes enddgenos, asi que
con la pérdida de estrogenos se ve incrementada la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) vy estres oxidativo (OS). Se considera una de las causas de varios
trastornos relacionados con la menopausia, siendo el aumento de peso uno de los méas
comunes (El Habachi, 2014). Esta subida en el peso estd asociada con la deposicion de
grasa en el abdomen, adiposidad central, lo que aumenta la probabilidad de desarrollar
resistencia a la insulina seguido de diabetes mellitus y enfermedad cardiaca (EI
Habachi, 2014).

1.3. Nuevas sustancias sintéticas con efecto estrogenico: Bisfenol A (BPA)

En los ultimos tiempos la exposicién a determinadas sustancias quimicas se ha
instalado en nuestra vida diaria (Bosch, 2016; Castro et al, 2013). Este es el caso del
BPA (4, 40-dihidroxi-2,2-difenilpropano) (Acconcia et al, 2015; Bosch, 2016) (Fig. 7),
se trata de una molécula liposoluble utilizada en la sintesis de plasticos de policarbonato
y en resinas epoxi (Bosch, 2016). Se usa en botellas de agua, de refrescos, en el
recubrimiento interno de latas, asi como en recipientes de comida y bebida (Chichizola,
2003).
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Fig.7. Estructura molecular del bisfenol A (Sacado de: http://www.conasi.eu/blog/consejos-de-
salud/bisfenol-a-bpa/).

La mayoria de los seres humanos tienen niveles detectables de BPA en su
organismo. Este se metaboliza rapidamente y se excreta con una vida media inferior a 6
horas, su presencia en el organismo a cantidades detectables demuestra la exposicion
constante a esta sustancia (Prins, 2011). Se trata de un monomero desarrollado por
primera vez como estrogeno sintético en la década de 1890, pero no fue hasta 1930 que
se informd de sus propiedades estrogénicas sobre el sistema reproductivo de ratas
hembras (Acconcia et al, 2015).

A partir de entonces numerosos trabajos (Barha, 2009; Braniste et al, 2010)
consideran esta sustancia como un disruptor endocrino (DE). Los DE son sustancias
quimicas exdgenas al organismo animal o humano con actividad hormonal o
antihormonal y que, actuando como agonistas 0 antagonistas hormonales pueden alterar
la homeostasis del sistema endocrino en un organismo intacto, su progenie o su
poblacion (Pardo, 2008). Asi que muchos estudios se estan centrando en investigar la
posible relacion entre la actividad estrogénica (xenoestrogeno) del BPA y distintas
alteraciones endocrino-metabolicas, entre las que cabe destacar trastornos hepaticos,
tiroideos, obesidad, resistencia a la insulina y una mayor posibilidad de desarrollar
diabetes, aumento en la excrecion urinaria de proteinas, hipertension y trastornos en el

sistema neuroendocrino que controla la alimentacion (Bosch, 2016; Gioiosa, 2007).
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1.3.1. Mecanismos de disrupcion endocrina

Los DE son capaces de influir sobre las acciones hormonales a través de dos

mecanismos fundamentales:

e Afectando el papel de los esteroides endogenos por interaccion directa
(agonista o antagonista) con los receptores de estrégenos y andrégenos ubicados
en la membrana o en el nucleo.

eModificando las concentraciones de las hormonas sexuales o de sus
receptores como consecuencia de acciones sobre sus vias metabolicas (Pardo,
2008).

1.3.2. Exposicion humana/animal al BPA

Se ha comprobado que el BPA posee la misma potencia de accién tanto en
células humanas como en las animales, este hecho hace que el conocimiento sobre el
modo de actuacion y efectos de esta sustancia cobre una mayor relevancia (Johnson,

1997) y se pueda estudiar de manera mas fiable en animales de experimentacion.

1.3.3. Modo de accidén

La molécula de BPA tiene ciertas caracteristicas estructurales que le confieren la
capacidad de unirse a receptores estrogénicos (ER) nucleares y de membrana, como son
ER. y ERg (Fig. 8). Aunque también es cierto que el BPA muestra una afinidad por ellos
unas 1000-2000 veces menor que el estrogeno mas potente, el 17-p-estradiol (Acconcia

et al, 2015), y por ello es considerado un estrégeno débil.

Los ligandos exdgenos como el BPA, debido a su estructura quimica, no se
alojan perfectamente en el dominio de union al ligando del ER de tal manera que
podrian no permitir algun cambio de conformacional del ER pudiendo ejercer una

accion agonista u antagonista, segun el caso y la zona (Acconcia et al, 2015).
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Fig. 8. Estructura del Estradiol y del Bisfenol A. (Tomado de: Wolstenholme, 2011).

1.3.4. Curva dosis-dependiente

Después de ciertos estudios utilizando distintas concentraciones de BPA se
observaron algunas caracteristicas de las acciones del BPA:

e  Presenta una respuesta oscilante no monotonica, segun la dosis.
Muestra una curva bifasica en forma de U, o curva invertida con una fase
ascendente y otra descendente en relacion con la dosis de BPA utilizada (Fig.
9). Esto quiere decir que su efecto se ve aumentado a dosis tanto altas como
bajas (Acconcia et al, 2015; Gioiosa, 2007).

Si todas o algunas de las acciones del BPA siguen esta curva no monoténica ain

estd por determinar (Acconcia et al, 2015).

Parece ser que sus efectos sobre el endotelio y la tension si estan incluidos
dentro de este tipo de curva ya que en ciertos estudios se ha demostrado que animales
tratados con BPA en dosis bajas desarrollaron hipertension y disfuncion endotelial de
forma dosis-dependiente (Bosch, 2016). El analisis de expresidn génica por microarrays
en células endoteliales murinas tratadas con BPA demostré la activacion de genes
implicados en la regulacion vascular como la Ang Il y la Ca-calmodulina cinasa Il
(CaMKII). Posteriormente se comprobo que esta activacion de la CaMKII promueve el
desacople enzimatico de la Oxido nitrico sintasa endotelial, lo que conduce a la
produccién de radicales libres de oxigeno en vez de 6xido nitrico (NO), principal factor

vasodilatador y protector del endotelio. Este aumento en la produccion de radicales
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libres de oxigeno indica que el BPA, ademas de producir hipertension, podria participar

en los mecanismos de dafio vascular (Bosch, 2016).

‘ Curva monotodnica ‘ Curva no monotdénica— BPA

RESPUESTA
RESPUESTA

DOSIS DOSIS

Fig. 9. Comparacion de la tipica curva monotonica dosis-respuesta (izqda.) que siguen ciertas

sustancias con la curva no monoténica del BPA (dcha.).

1.3.5. Administracion de BPA

Cuando se administra oralmente BPA desaparece rapidamente de la sangre ya
que pasa primero por el higado, donde se metaboliza en gran parte a glucurénido de
BPA, que es hormonalmente inactivo (INFOSAN, 2009). En ratas adultas s6lo un 10-
20% de la dosis administrada alcanza los tejidos. Con la administracion subcutanea se

obtiene un mayor rendimiento del BPA al evitar ese primer paso por el higado.

La principal ruta de eliminacion en ratas es por las heces, seguida en importancia
por la orina (INSHT, 2011).
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1.4. Hipdtesis

Como se ha dicho, el BPA se sintetizd como sustituto del estrégeno pudiendo
unirse a sus receptores, por lo que también es capaz de imitar algunos de sus efectos
sobre la reproduccion. Por ello, la hipotesis planteada es que el BPA también deberia

poder modificar la regulacién de los fluidos corporales como hace el estrogeno.

1.5. Objetivo

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es conocer si hay un cambio en la
respuesta dipsogénica producida por el BPA en su papel como analogo del estrégeno, es
decir, si el BPA a la dosis administrada (50ug / kg, s.c.) va a actuar de la misma manera

que el estrogeno sobre el comportamiento ingestivo.
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2. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en 15 ratas hembras de la cepa Wistar, con una
media de edad de 4 meses y un peso entre 220-270 g. Estas fueron criadas y

proporcionadas por el Bioterio de la Universidad de Oviedo.

Se colocaron en jaulas estandar individuales con agua, solucion salina (2,7 %) y
comida ad libitum desde un principio. Se mantuvieron bajo condiciones estandarizadas
de temperatura y humedad, y bajo un ciclo luz-oscuridad de 12 horas (Fig. 10). Los
experimentos se efectuaron a primera hora de la mafana para realizarlos lo més cerca

posible de su periodo de maxima actividad, la noche.

Fig. 10. Habitacién con condiciones estdndar y jaulas de confinamiento individuales.

El cuidado de los animales y cada protocolo experimental fue aprobado por el
Comité de Etica de Experimentacion Animal de la Universidad de Oviedo, Esparia,
siguiendo la normativa vigente, el Real Decreto 53/2013, y la Directiva 2010/63/UE.

Las 15 ratas fueron identificadas, pesadas (Fig. 11) y divididas
pseudoaleatoriamente en 3 grupos de 5 animales: grupo | para las inyectadas con
bisfenol A [Sigma-Aldrich Corp (St. Louis, MO)], grupo Il para las inyectadas con 17-
B-estradiol (Sigma-AldrichCorp, Oakville, ON, Canadd) y grupo Il para las ratas



control. Se ovariectomizaron y 7 dias después se le administré diariamente a cada grupo
una inyeccion subcuténea, de un volumen total de 0.1 ml, durante un periodo de 8 dias,
con las siguientes dosis:

- Grupo I: bisfenol-A (BPA) > BPA a dosis bajas (50 ug/kg, s.c.).
- Grupo II: estradiol (E2) - 17-B-estradiol a dosis fisioldgica (10 pg/kg,

s.C.).

- Grupo I11: control (C) = vehiculo de aceite de maiz y etanol absoluto
(Panreac Quimica S.L.U.) en proporcion 3:2.

Fig. 11. Control del peso con balanza de las ratas y de la comida.

2.1. Ovariectomia bilateral.

Todas las ratas fueron sometidas a ovariectomia bilateral (extirpaciéon quirtrgica

de ambos ovarios) (Fig. 12).

Fig. 12. Representacién de una ovariectomia bilateral en rata (Modificado de:

https://www2.ufmg.br/imagensdoconhecimento/Imagens/Areas/Ciencias-Biologicas/Fisiologia-

cardiovascular-Nivia-Santiago).



2.1.1. Procedimiento

Se anestesia a los animales con xilacina/ketamina, sedante y anestésico en las
concentraciones 75 mg/kg y 10 mg/kg respectivamente mediante inyeccién
intraperitoneal. Se rasura y desinfecta con povidona yodada la zona quirdrgica. Se abre
la piel longitudinalmente 2-3 cm por la linea alba del abdomen (lugar de union de los
paquetes musculares, evitando asi el sangrado) y se corta el tejido subcutaneo y los
planos musculares profundos en la misma direccion con tijera. Se separan las visceras y
el tejido adiposo abdominal con las pinzas de diseccion hasta que se localizan los
oviductos, se realiza la hemostasia de estos en la zona proximal ovérica con un nudo de
seda estéril seguida de la extirpacion de los ovarios. Se finaliza con una sutura por
planos, continua del tejido subcutaneo y discontinua de la piel con seda 3/0. Para

finalizar se limpia con povidona yodada la herida quirdrgica.

Tras el procedimiento quirdrgico, los animales se dejan en reposo en sus
respectivas jaulas individuales con agua, solucion salina y comida para su recuperacion.
Diariamente, durante los dos dias posteriores a la operacion se les inyecta
subcutaneamente del analgésico Carprofeno inyectable (Rymadyl, 50mg/ml, dosis 4

mg/kg s.c.).

2.1.2. Valoracion postquirargica tras 24 h de los animales

Después de la cirugia se atendié la evolucion de las ratas, dandole especial
importancia al nivel de consciencia (actividad, respuesta a estimulos), y al control de
herida quirargica (signos de infeccion, dolor, estado de la sutura).

2.2. Ingesta hidrosalina y test de deprivacion hidrica

Una semana después de la operacion y con los animales totalmente recuperados,
empez6 a realizarse el tratamiento de 7 dias, posteriormente se realizd el test de
deprivacion hidrica media hora después de la Gltima dosis del tratamiento. El test de
deprivacion hidrica consiste en quitar las dos botellas de cada jaula, la de agua y la de

salino, 24 horas después se vuelven a colocar y quitar repetidamente realizando pesadas
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de ambas botellas de cada jaula en distintos momentos (a los 0, 5, 10, 15, 30, 60 y 120

min).

2.3. Otros parametros valorados

A continuacion, las ratas fueron marcadas con sus numeros identificativos
correspondientes y dormidas con una inyeccion intraperitoneal del anestésico equitesina
(0,4ml/100g de p.c., mezcla anestésica compuesta por propilenglicol, pentobarbital
sodico, hidrato de cloral y sulfato magnésico) para proseguir con los siguientes
procedimientos: extraccion de sangre, medicion de la glucemia y del hematocrito,
extraccion y pesado de drganos, y calculo de la osmolalidad del plasma sanguineo.

2.3.1. Extraccion de sangre

Se extrajo sangre con jeringuilla heparinizada (Heparina mayne 1 %, 1000 Ul/ml,
Mayne Pharma Espafia, S.L.) directamente del corazon y se depositd en tubos también
heparinizados para la posterior valoracién del hematocrito, el cual se realizd6 mediante

llenado y centrifugacién de microcapilares para hematocrito (4500 r.p.m. / 8 min).

2.3.2. Medicion de la glucemia

Se us6 para la medida del azlcar en sangre una gota de la misma muestra extraida
del corazon y depositada en una tira reactiva para poder valorarla con un glucémetro
(Accu-Chek Aviva, Roche (Basel, CH)).

2.3.3. Extraccion y pesado de 6rganos

Tras la extraccion de sangre se extirparon los siguientes 0rganos Y tejidos para su
pesado y comparacion: cerebro, corazon, higado, bazo, pancreas, oviductos y grasa

abdominal.
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2.3.4. Osmolalidad

Por altimo, la sangre se puso en la centrifuga (Heraeus Labofuge 400 R, Thermo
Scientific) y se separé el plasma para congelarlo hasta la medicion de la osmolalidad
mediante la utilizacion de un osmometro (5500 Vapor Pressure Osmometer, Wescor)
(Fig. 13).

Fig. 13. Osmdmetro de presién de vapor

2.4. Estadisticos

Se utilizo el software IBM SPSS Statistics 22. Los datos se presentan como media
+ EEM (error estandar de la media). Todas las variables medidas fueron comparadas
mediante el test estadistico de analisis de la varianza, ANOVA de un factor, usando el
tipo de tratamiento (Control, Estradiol y BPA) como tal factor. Las comparaciones por
parejas se realizaron a traves del test Post-Hoc de Tukey, tomando como significacion

un valor de 0,05 para todo el estadistico.
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3. RESULTADOS

A partir de las medidas tomadas y los procedimientos realizados a las 15 ratas
ovariectomizadas (OVX) del experimento, pertenecientes a los grupos control (C),
estradiol (E2) y bisfenol-A (BPA), se obtuvieron los resultados que se exponen a

continuacion.

3.1. Ingesta diaria

En la ingesta diaria de comida de los distintos grupos experimentales se ve cierta
tendencia del grupo E2 a comer menos que los otros dos, llegando a presentar
diferencias significativas (p < 0,05) los dias 3 y 5 de tratamiento entre los distintos
grupos: el dia 3 en: Cvs E2 (p = 0,005) y en E2 vs BPA (p = 0,036); y el dia5 en: C vs
E2 (p =0,013) y en E2 vs BPA (p = 0,01). Mientras que las ratas C y BPA ingieren unas

cantidades de comida parecidas a lo largo de todo el tratamiento (Fig. 14).
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Fig. 14. Ingesta diaria de comida (g/100g de p.c./dia) de los 3 grupos experimentales: control (C),
estradiol (E2) y bisfenol-A (BPA), de ratas hembras OVX. * p < 0,05, E2 vs. BPAy C.

Los datos obtenidos en la ingesta diaria de agua no resultaron significativamente
diferentes entre los grupos, ni se observd una evolucidn distinta entre tratamientos (Fig.
15).
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)
S 10
S
o
o0 8
o
=
< 6
20
4
a0
©
o 2
(%]
(O]
2 o
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Tiempo
—@®— CONTROL -—@=—ESTRADIOL BPA

Fig. 15. Ingesta diaria de agua (g/100g de p.c./dia) de los 3 grupos experimentales: control (C),
estradiol (E2) y bisfenol-A (BPA), de ratas hembras OV X.

Al igual que con la ingesta de agua, la de solucion salina tampoco mostro
diferencias significativas entre grupos pero si una tendencia clara de una mayor ingesta
de este por parte del grupo E2 durante todos los dias de tratamiento. Las ratas BPA

ingirieron unas cantidades de solucién salina parecidas a las de las C (Fig. 16).
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Fig. 16. Ingesta diaria de solucion salina (g/100g de p.c./dia) de los 3 grupos experimentales:
control (C), estradiol (E2) y bisfenol-A (BPA), de ratas hembras OVX.
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3.2. Peso de los individuos experimentales y grasa abdominal

Como se puede observar en la Fig. 17, el grupo C muestra una dinamica
ascendente de ganancia de peso mientras que en los otros 2 grupos, E2 y BPA, es
descendente, aunque bastante mas marcada para el E2. De tal forma que se obtuvo una
significancia positiva en todos los dias de tratamiento respecto a la ganancia/pérdida de
peso entre los distintos grupos experimentales menos en el primer dia. Mas
concretamente en los dias 2 y 3: C vs BPA (p= 0,042 y 0,02 respectivamente) y en los
dias 4, 5y 6: C vs BPA (p= 0,01, 0,008 y 0,004 respectivamente) y C vs E2 (p= 0,022,
0,013 y 0,006 respectivamente).
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Fig. 17. Evolucién del peso corporal (g) en los distintos grupos tratamiento: control (C), estradiol (E2) y

bisfenol-A (BPA), de ratas hembras OVX. * p < 0,05, C vs BPA. * p< 0,05, Cvs BPAy C vs E2.

A pesar de no obtener resultados con diferencias significativas en la cantidad de
grasa abdominal entre los distintos grupos, se observo una posible tendencia de las ratas
del grupo C a acumular una mayor proporcién de grasa abdominal que los otros dos. El

grupo E2 fue el que menos grasa abdominal presento (Fig. 18).



Grasa abdominal
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Fig. 18. Variacion de la cantidad de grasa abdominal (g) en los distintos grupos experimentales:
control (C), estradiol (E2) y bisfenol-A (BPA), en ratas hembras OVX.

3.3. Test de deprivacion hidrica

El grupo estradiol mostré una clara tendencia a lo largo de todo el test a beber una
menor cantidad de agua que los grupos C y BPA, llegando a haber diferencias
significativas (p < 0,05) en la ingesta de agua entre E2 y BPA hasta los 15 primeros
minutos de la prueba. EI grupo BPA y el C mostraron una evolucién muy similar menos
a los 5 min del comienzo del test ya que se observaron diferencias significativas (p <
0,05). Los valores de significancia a los 5, 10 y 15 min fueron: a los 5 min: C vs BPA (p
=0,033) y E2 vs BPA (p = 0,009); a los 10 y 15 min: E2 vs BPA (p = 0,013 y 0,019

respectivamente) (Fig. 19).
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Fig. 19. Ingesta de agua tras 24 horas de deprivacién hidrica. El test se realiz6 en los 3 grupos

experimentales: control (C), estradiol (E2) y bisfenol-A (BPA), de ratas hembras OVX.* p < 0,05, C vs
BPA 'y E2 vs BPA. * p < 0,05, E2 vs BPA.

Los resultados obtenidos y presentados en la Fig. 20 de la ingesta de salino de los
3 grupos de tratamiento (C, E2 y BPA) fueron muy semejantes entre si a lo largo del
test de deprivacion, aunque es cierto que a las 2 horas parece que empieza a despuntar el

E2 con una mayor ingesta.
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Fig. 20. Ingesta salino (2.7%) tras 24 horas de deprivacion hidrica. El test se realizé en los 3 grupos
experimentales: control (C), estradiol (E2) y bisfenol-A (BPA), de ratas hembras OV X.
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3.4. Test de preferencia por NaCl:

La preferencia por la solucion salina se calculé dividiendo el consumo total de
solucion salina entre la ingesta liquida total. EI grado de preferencia por el NaCl no
resulté significativo entre ninguno de los 3 grupos (C, E2 y BPA) tanto en la ingesta
diaria como respecto al test de deprivacién. Aunque en los 2 graficos no se obtuvo
significancia el grupo E2 muestra una mayor predileccién por la ingesta de NaCl (Fig.
21).

Test de preferencia por NaCl de Test de preferencia por NaCl del
ingesta diaria test de deprivacion
60 60
40 40 —_—— I
X —— I X
0 u 0
CONTROL E2 BPA CONTROL E2 BPA
Tratamiento Tratamiento

Fig. 21.Test de preferencia por el NaCl (%) de los distintos grupos experimentales: control (C), estradiol
(E2) y bisfenol-A (BPA), en ratas hembras OV X, diariamente (izqda.) y durante el test de deprivacion
(dcha.).

3.5.  Hematocrito y glucemia

Respecto a los datos del hematocrito obtenidos para cada grupo no se vieron
diferencias lo suficientemente marcadas como para que resultasen significativas (p >
0,05), pero si para poder ver cierto desnivel entre grupos, de tal forma que el C muestra
un valor mayor que el E2 y este que el del BPA (Fig. 22).
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Fig. 22. Hematocrito (%) de los 3 grupos experimentales: control (C), estradiol (E2) y bisfenol-A (BPA), de
ratas hembras OV X al final del tratamiento.

Como se puede comprobar en la Fig. 23 en todos los grupos se observé un nivel
de glucemia elevado y sin diferencias significativas entre los grupos, aunque si que en la
gréfica se puede observar cierta tendencia a ser mas elevada la glucemia en las ratas C
que en las E2 y las BPA.
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Fig. 23. Glucemia (mg/dl) de los 3 grupos experimentales: control (C), estradiol (E2) y bisfenol-A (BPA), de
ratas hembras OV X al final del tratamiento.



3.6. Osmolalidad del plasma sanguineo

Aunque respecto a la osmolalidad del plasma sanguineo no se obtuvieron
diferencias significativas entre los distintos grupos (p > 0,05), si que se observa un
posible aumento en las C respecto a las de BPA y alin mas marcado en relacion a las de

E2 (Fig. 24).
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Fig. 24. Osmolalidad (mmol/kg) de los 3 grupos experimentales: control (C), estradiol (E2) y bisfenol-A
(BPA), de ratas hembras OVX al final del tratamiento.

3.7. Oviductos

Tras una semana de la ovariectomia bilateral llevada a cabo a todas las ratas,
seguida en los dias posteriores de la aplicacion del tratamiento correspondiente a cada
grupo (C, E2 y BPA), se observo una evolucion diferente de los oviductos entre grupos
como se especifica en la Tabla 1. En las ratas C se atrofiaron mientras que en las E2 y

en las BPA se mantuvieron como antes de la OVX, llegando a observarse signos de

hipertrofia.
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Control Estradiol BPA

Oviductos post-tratamiento Atrofiados Hipertrofiados Hipertrofiados

Tabla 1. Estado de los oviductos de los 3 grupos experimentales: control (C), estradiol (E2) y bisfenol-A
(BPA), de ratas hembras OVX al final del tratamiento.
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4. DISCUSION

El efecto toxico y la capacidad del BPA de actuar sobre receptores estrogénicos e
imitar ciertos efectos de los estrégenos sobre el organismo humano estd bien
documentado (Chevalier, 2016). Pero el campo completo de actuacién del BPA todavia
hoy dia no es conocido. Sus propiedades estrogénicas suscitan preocupaciéon por la
salud humana, sobre todo en lo referido a la reproduccion, desarrollo, canceres
hormono-dependientes, diabetes tipo Il y trastornos metabdlicos, obesidad vy
enfermedades cardiovasculares (Chevalier, 2016).

Existen diversas publicaciones que demuestran que los estrégenos influyen sobre
la regulacion de los fluidos corporales, tanto en el volumen como en la osmolalidad. Por
ello, el objetivo de este estudio fue evaluar si, al igual que el estrogeno, el BPA también
puede actuar sobre la regulacion de fluidos corporales. Los roedores son un buen
modelo experimental para investigar los efectos de la exposicién a xenoestrogenos
sobre la fisiologia y ciertos tipos de sistemas de comportamiento que se expresan de
forma diferente segin el sexo en humanos (Gioiosa, 2007), observando la misma
potencia de efecto del BPA tanto en las celulas humanas como en las animales (Bosch,
2016).

En el protocolo de nuestro estudio se decidio administrar una dosis de 17-p-
estradiol de 10 pg/kg s.c. porque es una dosis fisiolégica y ya habia sido utilizada en
multitud de investigaciones anteriores permitiendo obtener resultados positivos del

efecto de la hormona (Graves et al, 2011).

Para la eleccion de la dosis a administrar de BPA se tuvo en cuenta su nivel
toxicoldgico. De acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
(EPA), se establecid un nivel minimo de efecto adverso del BPA, 50 mg /kg / d. Tal
valor se us0 para la estimacion de una dosis de referencia (50 pg / kg / d), la cual se
supone segura, sin riesgo apreciable para la salud frente a una exposicion diaria
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4674176/#bibr27-1559325815590395).

Para el presente estudio se utilizaron ratas hembra Wistar ovariectomizadas
(OVX) para asi provocarles una menopausia inducida y evitar las variaciones
hormonales enddgenas propias del ciclo estral de la especie (Kim, 2014). Al grupo

control se le trato con el vehiculo, al estradiol se le suministro una terapia de reemplazo
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hormonal con estrégenos, en nuestro caso 17-p-estradiol, y al grupo BPA se le
administrd el disruptor endocrino esperando los mismos resultados que en el caso de los
estrogenos. Del grupo control, al no suministrarle las hormonas sexuales perdidas con la
extirpacion de los ovarios se espera un aumento de peso corporal y de grasa abdominal,
un aumento en la glucemia y resistencia a la insulina, y la atrofia del Gtero (EI Habichi,
2014).

Ya es bien conocido entre los investigadores que los estrdgenos tienen efectos
bien notorios sobre el aparato reproductor femenino; desde hace méas de 45 afios
sucesivas investigaciones han ido corroborando lo mismo, que los estrégenos provocan
un aumento del peso uterino, lo hipertrofian. Aunque difieren en el momento en el que
se empieza a notar su accion, todos coinciden en que a partir de las 24 horas es
perfectamente visible (Graves et al, 2011; Miura et al, 1971; Moggs et al, 2004).
Existen multitud de estudios que coinciden en el efecto regulador de los estrogenos

sobre la deposicion de la grasa abdominal, reduciéndola (El Habichi, 2014).

La eficacia del procedimiento y la terapia con estrégenos en ratas hembras OVX
se confirm6 en base a la ganancia o no de peso corporal y uterino. ElI que el peso
corporal del grupo estradiol haya disminuido y que los oviductos no estuviesen
atrofiados al final del tratamiento con respecto al grupo control, confirma que la dosis
administrada era la adecuada para que el 17-B-estradiol ejerciese su accion, por lo que

se us6 como control positivo del procedimiento.

Hay que tener en cuenta que el ensayo uterotréfico es de gran utilidad para
determinar si una sustancia presenta la capacidad de alterar la funcionalidad hormonal
del aparato reproductor femenino, cuantificado a traveés de una variacion en el peso
uterino. Se trata de un ensayo de facil realizacion, sensibilidad y reproducibilidad, asi

como econdémicamente factible (Pardo, 2008).

Se parte de la premisa de que el bisfenol A es un xenoestrogeno, como se ha
demostrado ya en diversos estudios (Acconcia et al, 2015; Barha, 2009; Braniste et al,
2010), asi que para poder afirmar que también se esta inyectando a una dosis efectiva se
esperaria ver los mismos efectos en oviductos, peso corporal y grasa abdominal que con
el estrégeno. En el presente estudio se obtuvieron datos positivos respecto a los
oviductos, los cuales tampoco presentaron atrofia, y aunque la grasa abdominal no
resultd significativa encontrandose en una mayor proporcion que en las del grupo

estradiol, bien es cierto que fue menor que en el caso del grupo control. El efecto del
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BPA sobre la grasa corporal sigue sin estar claro ya que, por un lado deberia tener el
mismo efecto adelgazante que el estradiol pero existen estudios sobre exposicion
prenatal de ratones a BPA, entre otros (Chevalier, 2016), que obtuvieron como resultado
un aumento de la obesidad y una hiperlipidemia, llegando a considerar al BPA como un
“obesdgeno” (sustancia que estimula la obesidad, aumenta la grasa corporal) (Garcia-
Mayor, 2012; Gioiosa, 2007). Hay muchas circunstancias o elementos que podrian estar
influyendo sobre este factor, entre los que estarian: la edad de la exposicion, el tiempo

desde el comienzo de la exposicion, la dosis,... (Garcia-Mayor, 2012).

El tratamiento con estradiol es conocido por reducir tanto la ingesta de alimentos
como el peso corporal (EI Habachi, 2014) y, posiblemente, la menor ingesta seria uno
de los factores, junto con un aumento de la actividad fisica, que llevaria a la pérdida de
peso (Eckel et al, 2000; Geary y Asarian, 1999; Graves et al, 2011). En nuestro estudio
se ve como el grupo estradiol tiene una cierta tendencia a comer menos que las control,
en cambio la mayor pérdida de peso de las E2 si que aparecié como una tendencia clara
y marcada, mientras que las control fueron engordando, corroborando los resultados de
investigaciones antes citadas. Respecto a estos 2 factores no se observé una imitacién
del efecto estrogénico en la ingesta de alimento por parte del BPA, pero si respecto a la
pérdida de peso, aunque en menor medida. En ambos grupos experimentales (E2 y
BPA) se notd cierta hiperactividad, lo que les pudo haber ayudado a adelgazar. El que el
grupo BPA adelgazase aungue no tanto como el estradiol, quizas se haya debido a que
se trata de un xenoestrogeno débil, mientras que el 17-B-estradiol tiene una accion muy
potente. Es posible que a otras dosis de BPA pudiera llegar a observarse una tendencia
mucho maés similar entre ambos grupos (E2 y BPA).

En cuanto a la glucemia se obtuvieron unos niveles muy elevados en todos los
grupos experimentales. Esto podria ser debido a un alto grado de estrés en las ratas,
posiblemente por toda la manipulacion de las mismas justo antes de la obtencion de las
muestras de sangre para hacer la medida. Debido al estrés, el organismo habria liberado
adrenalina la cual mediante unién a receptores adrenérgicos provocaria una produccion
y liberacién extra de glucosa (producida por glucogendlisis) y acidos grasos en sangre
por parte de los tejidos para poder producir mas energia dentro de las células de todo el
cuerpo a partir de esos sustratos (Collective Work Kennedy, 2016; Sircar, 2007). Lo que
se resume en que situaciones de estrés derivarian en unos niveles de glucemia

superiores a lo establecido como lo normal.
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Los efectos metabolicos de los estrégenos sobre los niveles de glucosa son
complejos, pero a través de diversos estudios se dio a conocer que la terapia de
reemplazo estrogénico tiene un efecto reductor de la glucemia (EI Habachi, 2014;
Kanayaet al, 2003; Sztejnszajol, 2006). No sélo los estrogenos son capaces de provocar
una disminucidn de la glucemia, Di Lorenzo, D. (2009) publica que una sustancia como
el BPA podia imitar al estrégeno produciendo, al igual que este, una caida en los niveles
de glucosa en sangre. En nuestro estudio aun habiendo obtenido una glucemia elevada
en todos los grupos y sin diferencias intergrupales significativas, si que se advierten,
como en los estudios mencionados, unos niveles de glucosa inferiores en los grupos

estradiol y BPA comparado con los valores del grupo control.

Al igual que en otras investigaciones, como en el caso de Graves et al (2011), no
se encontraron diferencias en el hematocrito por tratamiento experimental entre los
grupos estradiol y control, por lo que era de esperar el resultado obtenido en el que el

BPA tampoco provocé diferencias.

El hematocrito esta relacionado con la osmolalidad ya que es una medida indirecta
del volumen del plasma (Graves et al, 2011). Frente a una situacion de deshidratacion el
volumen sanguineo disminuye y en consecuencia aumenta el hematocrito y la
osmolalidad. Asi que se podria afirmar que existe una correlacion directa
hematocrito/osmolalidad. Con lo que al no obtener resultados significativos en las
diferencias entre grupos respecto al hematocrito era de esperar el mismo resultado en la

osmolalidad.

Por otra parte son llamativos los niveles tan elevados de osmolalidad obtenidos.
Una posible explicacion podria estar en las altas cantidades de glucosa encontradas,
puesto que es una molécula osmoticamente activa al estar presente en cantidades tan

elevadas aumentaria consigo la osmolalidad.

Es importante destacar que los estrogenos como tal, son suficientes para atenuar la
ingesta de agua y Na’ (Almeida-Pereira et al, 2016). Esto se produce porque los
estrdgenos reducen la sensibilidad del SNC (Curtis, 2009) disminuyendo el estimulo
para la produccion y la consiguiente liberacion de Ang Il 'y con ello la accién de esta de
provocar la sed, aunque se apoya mas el hecho de que afecte a nivel de la expresion de
su receptor (AT1) (Krause, 2003). Todo eso apoya nuestros resultados en los que se vio
la misma evolucion del grupo estradiol. Las ratas tratadas con estradiol bebieron menos

agua que el resto de los grupos, y aunque en las pruebas diarias no hubo diferencias
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relevantes, el test de deprivacion reveld que frente a una situacion de deshidratacion
tanto extracelular como intracelular, el estradiol provoca una menor ingesta de agua
respecto al resto de los grupos. El estudio no se centr en saber si el estradiol actua
frente a la deshidratacion extra o intracelular ya que lo que se buscd fue un efecto y una
comparacion global con el BPA. Seria adecuado realizar en el futuro experimentos

enfocados a dilucidar esa cuestion.

No existe bibliografia suficiente que respalde los resultados obtenidos en la
ingesta de agua del grupo tratado con BPA, pero si nos basamos simplemente en el
hecho de que se estan buscando efectos estrogénicos en la accion del BPA deberiamos
obtener, al igual que en el grupo estradiol, una menor ingesta de agua del grupo BPA
con respecto al control. Los resultados solo salieron significativos en el test de
deprivacion hidrica a los 5 min C vs BPA, pero en sentido contrario al grupo E2, es
decir, bebieron méas agua que las control y mucha méas que las tratadas con estradiol.
Una posible explicacion podria ser que el BPA no imitase al estrogeno en todos sus

efectos o que simplemente no influya en la ingesta de agua a las dosis administradas.

Los ensayos realizados por Curtis revelaron que el tratamiento subcutaneo en
ratas OVX con la misma dosis de estradiol que la usada en este trabajo (10ug/ kg/ d)
aumenta la ingesta de salino, se cree que debido a que el estrdgeno provoca una
percepcién menos intensa del sabor salado, con lo que se acabaria tomando mas sal
(Curtis, 2015). En nuestro estudio las ratas tratadas con la hormona bebieron,
diariamente, mas cantidad de solucion salina que el resto de grupos, a pesar de que estos

resultados no fuesen significativos.

Aunque los datos obtenidos de la ingesta de salino del test de deprivacién hidrica
no mostraron diferencias intergrupales relevantes, si que a partir de los 60 min desde el
comienzo del test se empieza a ver un mayor consumo por parte del grupo estradiol.
Posiblemente si se hubiera seguido con el test o se hubiese dispuesto de un mayor
numero de ratas para el experimento tales resultados hubieran podido llegar a ser
significativos. Esa tendencia se intent6 volver a valorar mediante un test de preferencia
por el NaCl para intentar aclarar el grado de tal preferencia de las ratas de los distintos
grupos, pero aungue vuelve a mostrar que el grupo E2 tiene un mayor apetito por el

NaCl que los demas, no se obtuvieron diferencias intergrupales relevantes.

Como apuntan los estudios de Gioiosa, 2007, la falta de respuesta en las ratas

OVX tratadas con BPA en algunos parametros podria deberse a que su accién sobre los
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comportamientos no reproductivos son mas sensibles a las alteraciones endocrinas
durante los periodos criticos de la vida, como por ejemplo durante el desarrollo prenatal.
O incluso la causa de la falta de resultados positivos también se podria explicar por la
curva dosis-respuesta en forma de U o de curva invertida del BPA (Acconcia et al,
2015; Gioiosa, 2007), es decir, que la dosis para ese parametro no haya sido la adecuada
para poder llegar a visualizar un efecto. Ahondando un poco méas en el tema también
habria que considerar la posibilidad de que algunos parametros estudiados no se acojan

a ese tipo de curva en forma de U de dosis-respuesta del BPA (Acconcia et al, 2015).
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con 17-B-estradiol son los esperados con respecto a lo
que aparece en la bibliografia: oviductos hipertrofiados, pérdida de peso
corporal y de grasa abdominal, disminucion de la glucemia, sin efecto sobre el

hematocrito, menor ingesta de agua y mayor ingesta de solucion salina

Los resultados obtenidos con la dosis de 50ug/kg de BPA administrada imitan
los efectos reproductivos sobre los oviductos de los estrGgenos, pero no
reproducen el resto de parametros estudiados, por lo tanto, podemos concluir
que o la dosis no es la apropiada o que la via de actuacion del BPA para la

respuesta dipsica no es analoga a la del estradiol.
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