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1. RESUMEN

Recientemente se ha demostrado, que la exposicion prolongada a
disruptores enddcrinos, como el bisfenol A (BPA), durante periodos criticos
para el desarrollo, como las etapas prenatales y postnatales, podria afectar
tanto el crecimiento como la salud del tejido reproductivo de los seres vivos. Sin
embargo, estos estudios se han realizado con dosis elevadas del disruptor
enddcrino, por lo cual hacen falta mas investigaciones con dosis bajas del
disruptor, que son los niveles a los que estamos expuestos diariamente, para
observar su efecto sobre el tracto reproductivo. El principal objetivo de este
estudio fue determinar los efectos a largo plazo del BPA, suministrado por via
oral a dosis bajas durante la etapa perinatal sobre los patrones de muerte
celular del epitelio luminal y glandular del utero de la rata durante las diferentes
etapas del ciclo estral. Para lo anterior se utilizaron ratas gestantes de la cepa
Wistar a las cuales se les suministr6 BPA en una concentracién de 1.2mg/kg
p.c. /dia via oral a partir del 6to dia de la gestacion y hasta el término de la
lactancia. Al llegar las crias tratadas a la etapa adulta se les evalu6 la
regularidad del ciclo estral. La apoptosis de los epitelios uterinos se evalué por

medio de la técnica de TUNEL.

El 79.16% de las ratas tratadas con BPA, durante la gestacion y
lactancia,  presentaron ciclos estrales irregulares, permaneciendo
principalmente en la etapa del estro. Asi mismo, se detectaron cambios
anormales en la morfologia celular del epitelio luminal y glandular del utero. No
se observé un incremento en el peso corporal con respecto a las ratas control a
pesar de haber sido reportado por otros autores después de un tratamiento a

bajas dosis. ElI 94.11% del grupo control presentd6 marca de TUNEL en



fragmentos de DNA de células apoptéticas caracteristicas de la etapa de estro,
en epitelio luminal y glandular, en contraste no se obtuvo marcaje de TUNEL
en el 60.71% de los Uteros de los animales tratados perinatalmente con BPA, a
pesar de encontrarse en etapa de estro, mientras que el 39.28% restante de
estos tejidos de animales que recibieron el tratamiento perinatal con BPA si

mostraron marcaje de TUNEL en el epitelio uterino.

Por otra parte, se encontré un aumento en el grosor del epitelio luminal
estadisticamente significativo al comparar tejido de animales tratados con BPA

y tejido perteneciente a los animales control.

En conclusion los resultados de este estudio sugieren que el disruptor
endocrino evaluado BPA, a dosis bajas y exposicion crénica por via oral,
induce alteraciéon del ciclo estral, cambios en los patrones normales de muerte
celular del epitelio luminal y glandular ademas de ejercer cambios en la medida
del epitelio luminal del Utero de la progenie de ratas de la cepa Wistar tratadas

durante la etapa perinatal.



2. INTRODUCCION

El Bisfenol-A (BPA) es un mondmero sintetizado inicialmente como un
estrogeno. Actualmente es utilizado en la manufactura de policarbonato,
plastico y resinas epoxicas, asi como las resinas que recubren las latas de
alimentos y bebidas. Por lo cual tiene un elevado potencial para la exposicion

humana.

La Agencia de Proteccibn Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha
establecido un maximo aceptable de BPA de 0.05mg/kg/dia (EPA, 1998). Por
otra parte, la Sociedad de la Industria del Plastico de USA, ha recomendado el
uso de 50 mg/kg/dia como el nivel de dosis sin efecto observable (NOEL), y la
dosis sin efecto adverso observable en la reproduccion ni toxicidad en la
progenie, fue recientemente identificada como 50 mg/kg/dia de BPA (Tyl et al.
2002). Actualmente, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria EFSA
publicé una IDA (ingesta diaria admisible) de 0,05 mg/Kg de peso corporal
(EFSA 2007). Dosis menores a 50 mg/kg/dia de BPA, seran consideradas en

el intervalo de bajas dosis (Schonfelder et al.2004).

En el presente estudio, se analizaron los efectos a largo plazo del BPA,
a dosis bajas suministrado por via oral durante la etapa perinatal y lactancia
sobre el tracto reproductivo femenino. Se detectaron, a nivel citologico, en el
Gtero de la progenie de las ratas expuestas al estrogeno sintético, las células
que presentan apoptosis. Lo anterior se analizé por medio de la técnica de
TUNEL, la cual representd una estrategia metodologica adecuada para analizar

cientificamente la relacién entre el disruptor enddcrino en estudio, el indice de



muerte celular programada y la morfologia celular en el epitelio luminal y

glandular del utero de las ratas tratadas.

Dosis bajas (1.2 mg BPA/kg p.c./dia) y largos tiempos de exposicion al
BPA via oral, inducen alteracién del ciclo estral y cambios anormales en la
morfologia y organizacion celular del epitelio luminal y glandular del utero de

rata, asi como cambios en el patron de apoptosis de los epitelios uterinos.



3. ANTECEDENTES

3. CICLO ESTRAL DE LA RATA

3.1.1 Niveles hormonales

La rata es un mamifero de ovulacion espontanea, esto es, la ovulacion no
depende de una estimulacion externa como en el caso del conejo, en el cual es
necesaria la copula para que se presente la ovulacién. Asi mismo, las ratas
ovulan durante todo el afio y su ciclo estral esta constituido por cuatro etapas:
proestro, estro, metaestro (también llamado diestro temprano) y diestro. Las ratas
presentan ciclos de cuatro a cinco dias de duracion. En ratas que presentan ciclo
de cuatro dias de duracion, los niveles de estradiol en plasma periférico son
basales (8 = 2 pg/ml) durante el estro. Los niveles de estradiol en plasma
empiezan a aumentar en la tarde del metaestro y durante el diestro hasta llegar a
su maximo valor (45 + 2 pg/ml) a las 9:00 am del proestro. Durante la tarde del
proestro los niveles de estradiol caen rapidamente y alcanzan valores basales en
las primeras horas de la mafana del estro (Figura 2). El estradiol es secretado
por los foliculos de De Graaf que se encuentran en desarrollo. Los tipos celulares
responsables de dicha secrecion son las células de la teca interna y las células de

la granulosa (Butcher et al., 1974).

Durante el ciclo estral se presentan dos incrementos en los niveles de
progesterona secretada en plasma periférico (Figura 2). Durante la tarde del

proestro se observa un incremento de progesterona, la cual alcanza su valor



maximo entre las 6:00 y 9:00 pm (46 = 7 ng/ml). Los niveles de progesterona
vuelven a niveles basales (2 + 1 ng/ml) para la mafiana del estro (Butcher et al.,
1974; Freeman, 1988). Un segundo pico, de origen luteo, se presenta alrededor
del mediodia del metaestro (24 + 3 ng/ml), se prolonga hasta las primeras horas
de la mafiana del diestro y desciende a niveles basales poco tiempo después del

amanecer del diestro.

cH, PH

Figura 1. Estradiol

El cambio en las concentraciones de hormonas durante el ciclo estral
afecta la actividad del oviducto, Utero, cervix y vagina, asi como también algunos
efectos fisiolégicos generalizados. El aumento en la concentracion de estrégenos
en la sangre desencadena un estimulo neural ciclico que activa la liberacién de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el hipotalamo (Brown-Grant et
al., 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988).

Durante el ciclo estral, el Gtero de la rata presenta cambios en estructura y
funcion en forma dependiente de hormonas esteroides. Las células del epitelio
luminal proliferan durante el metaestro, el diestro y el proestro mientras que el
epitelio glandular solamente prolifera durante el metaestro y el diestro. EI mayor

indice apoptotico del epitelio luminal y glandular se presenta en la etapa del estro
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y es menor en el metaestro siendo casi nulo en el diestro y proestro (Hafez,

1970).

PROGESTEROMNMA (ngiml)

g &

-

ESTRADMOL (pa’ml)
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ESTRD METAESTRO DIESETRO FROESTRO ESTRO

Figura 2. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral. Concentracion
de progesterona y estradiol en plasma periférico obtenido en intervalos de 2
horas a través de los 4 dias del ciclo estral de la rata. Las barras negras
representan los intervalos de obscuridad en la colonia y los nUmeros en la base

representan la hora del dia (Freeman, 1988).

La forma mas comdn como se determina la etapa del ciclo estral en el que
se encuentra cada rata, es por medio del estudio de los cambios morfolégicos en
las células del epitelio vaginal. En un frotis vaginal pueden presentarse dos o mas
tipos celulares, pero es el tipo celular predominante el que indica la etapa del ciclo
estral en el que se encuentra. Los tres diferentes tipos celulares que se pueden
observar en un frotis vaginal de rata son: a) células epiteliales nucleadas, b)

leucocitos polimorfonucleares y c) células epiteliales cornificadas. La pared
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vaginal durante el estro presenta un aspecto seco, blanco y carente de brillo pero
cambia durante el metaestro presentando un aspecto humedo y rosado. Estos
cambios estan asociados con la cornificacién de las capas superiores durante el
estro y con la extensa descamacion al final de esta etapa. A medida que se
aproxima el proestro los tipos celulares presentes en los fluidos vaginales
consiste de células epiteliales nucleadas y leucocitos y ocasionalmente algunas
células cornificadas. Durante el proestro, los leucocitos desaparecen, las células
epiteliales nucleadas aumentan en numero y son gradualmente reemplazadas
por células cornificadas sin nucleo. El principio del estro ocurre cuando el frotis
presenta 75% de células nucleadas y 25% de células cornificadas.
Eventualmente, las células cornificadas son las Unicas presentes. El metaestro y
el diestro se caracterizan por la aparicion de un gran nimero de leucocitos y la
desaparicion de las células cornificadas (Hafez, 1970).

El Utero también presenta cambios ciclicos, dependientes de esteroides,
tanto en su estructura como en su funcion. Durante cada ciclo, el utero
inicialmente se prepara para recibir y transportar el espermatozoide del cervix al
oviducto, y subsecuentemente se prepara para recibir los embriones del oviducto.
El Utero esta compuesto por dos capas: miometrio y endometrio. EI miometrio es
la porcidbn muscular de la pared uterina. Consiste de dos capas de musculo liso:
una capa gruesa interna que es circular y una capa mas delgada externa que es
longitudinal. Entre ambas capas se encuentra una capa de tejido conectivo que
contiene nervios, vasos linfaticos y sanguineos. El endometrio consiste de una
matriz 0 estroma, sobre la cual se asienta un epitelio columnar simple bajo
(epitelio luminal) con extensiones glandulares (epitelio glandular) que penetran el

estroma (Hafez, 1970).
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Durante el proestro, el endometrio esta bajo la influencia de los estrogenos
producidos por los foliculos ovaricos (fase folicular), su vascularizacion se
incrementa, el epitelio se convierte en un epitelio columnar bajo y las glandulas
presentan cierto crecimiento. La actividad proliferativa del epitelio da lugar a un
gran incremento en el area superficial; la proliferacion principal es del epitelio
luminal. Las células epiteliales secretan un fluido de constitucion liquida que
contiene algunas proteinas, principalmente enzimas proteoliticas. En esta etapa
aumenta la contractibilidad y excitabilidad del endometrio. Durante el estro y el
metaestro (fase lutea) las estructuras del endometrio estan controladas por la
progesterona producida por el cuerpo luteo: el endometrio se expande, el epitelio
luminal se convierte a uno de tipo columnar alto y las glandulas crecen hasta su
maximo tamafo, las glandulas ahora son activamente secretoras; secretan un
fluido rico en glicoproteinas, azucares y aminoacidos. Las células del estroma se
hacen mas largas y mas hinchadas. La progesterona actia sobre el miometrio
causando el crecimiento de las células y, en contraste con los estrogenos,
disminuye la excitabilidad de la musculatura uterina. Al final de la fase lutea,
durante el diestro, el epitelio secretor se colapsa, el endometrio se reabsorbe y es
reemplazado por una pequefia capa de estroma cubierta con tejido epitelial lista

para entrar a un nuevo ciclo (Hafez, 1970).

3.1.2 Proliferacidon celular del Utero durante el ciclo estral

Para determinar la etapa del ciclo en la cual proliferan cada uno de los

epitelios uterinos se lleva a cabo la incorporacion de 5-bromo-2'-deoxi-uridina

(BrdU) al ADN de las células que se encuentran en la fase S del ciclo celular. La
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BrdU incorporada se detecta por medio de un anticuerpo acoplado a rodamina.
En la etapa de estro son pocos los nucleos positivos en ambos epitelios, lo que
indica que en esta etapa ambos epitelios presentan su minima actividad
proliferativa. En cambio, el estroma presenta una alta actividad proliferativa en
esta etapa del ciclo estral.

Los estudios realizados en el laboratorio donde se lleva a cabo esta
investigacion, reportan que la maxima proliferacion de ambos epitelios (luminal y
glandular) ocurre durante los dias del metaestro y diestro, mientras que en el
proestro Unicamente prolifera el epitelio luminal y en el dia del estro solo se
observa proliferacion en las células del estroma. Figura 3. (Mendoza- Rodriguez

et al, 2003).

Epitelio Luminal Epitelio Glandular

75+ 75+

50 -1 50

% de nucleos
BrdU-positivos
% de nucleos
BrdU-positivos

254 254

** "
0 *k 0 —
M D P E M D P E

Diadel ciclo Dia del ciclo

Figura 3. Cuantificacion de proliferacion en epitelio luminal y glandular del

Utero de rata por cada dia del ciclo. M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro.

3.1.3 Muerte celular del atero durante el ciclo estral

La apoptosis 0 muerte celular programada es la forma mas comun de
muerte en células eucariotas y esta involucrada en la muerte coordinada de
células somaticas que se encuentran en exceso, que son peligrosas o que se

encuentran dafiadas. Es un mecanismo fisioldgico de suicidio que modula la
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homeostasis en distintos tejidos. La muerte celular ocurre a lo largo de la vida de
los organismos multicelulares y esta estrictamente regulada. Es controlada por
diversas sefales intra y extracelulares, la cual se encuentra involucrada en la
muerte coordinada de células somaticas que se encuentran en exceso, que son
peligrosas o que se encuentran dafiadas (Zornig et al., 2001). Se ha demostrado
que el utero de diversos mamiferos, incluyendo el humano, presenta muerte
celular por apoptosis (Sandow et al., 1979; Pollard et al., 1987; Spornitz et al.,
1994; Spencer et al., 1996).

En nuestro laboratorio se han estudiado los patrones de muerte de los
epitelios uterinos durante el ciclo estral. Se encontré que el mayor indice
apoptético del epitelio luminal y glandular se presenta en la etapa del estro y es

menor en el metaestro siendo casi nulo en el diestro y proestro (Mendoza-

Rodriguez et al., 2002). Figura 4.
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Figura 4. Indice apoptotico de los epitelios uterinos de la rata. Se muestran los
indices apoptoticos de los epitelios luminal y glandular de la rata a las 13:00 horas
de las diferentes etapas del ciclo estral. EI mayor indice apoptotico se tiene en el

dia del estro (Mendoza-Rodriguez et al, 2002).
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3.2 GENERALIDADES DEL BISFENOL A (BPA).

Los disruptores enddcrinos, son sustancias quimicas, naturales o
artificiales, exdégenas al organismo que tienen la capacidad de alterar la
homeostasis del sistema endocrino-reproductivo del cuerpo humano y de los
animales. Estos compuestos mimetizan la accion de hormonas naturales, como
el estradiol, en tejidos hormona dependientes y hormona sensibles, siendo
dichos compuestos disruptores endocrinos responsables de varias

anormalidades reproductivas.

Varios investigadores tienen la hipétesis de que la exposicion inadvertida
y a largo plazo a estos disruptores durante periodos criticos para el desarrollo y
cercanos a la etapa postnatal o in Utero, podria afectar el crecimiento y la salud
reproductiva de los seres vivos (Nava et al., 2008). Es de gran interés el
estudio del BPA debido a su accién como disruptor enddcrino y su elevado

potencial para la exposicion humana.

H,C. CH

HO OH

Figura 5. Bisfenol A (BPA).
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El 2,2-(4,4’-dihidroxifenil)propano, 2,2’-bis(4-hidroxifenil)propano
comunmente nombrado Bisfenol A es un monomero formado por dos anillos
fendlicos insaturados (Figura 5). Fue sintetizado inicialmente como un
estrogeno y actualmente es empleado en la manufactura de policarbonato,
plasticos y resinas epoéxicas, asi como en los recubrimientos internos de las
latas de alimentos y bebidas, siendo uno de los compuestos estrogénicos
industriales frecuentemente usados, y que ha sido detectado en viveres
consumidos por humanos y animales (Vom Saal et al. 1998), por lo cual es uno
de los primeros candidatos para evaluar la disrupcion enddcrina. En la tabla 1
se observan algunos de los posibles efectos que los disruptores enddécrinos

causan sobre la salud de los seres humanos.

Mas especificamente el BPA, es utilizado en la produccion de epéxidos,
poliestireno, resinas de policarbonato las cuales son empleadas en la
elaboracién de curaciones dentales, biberones, recubrimientos internos de latas
para alimentos, botellas para bebidas y empaques alimentarios en general, de
los cuales el BPA ha demostrado tener la capacidad de migrar desde el
polimero hacia el alimento contenido (Yamamoto et al. 1999). Dicha capacidad
de migraciébn aumenta con la exposicion a altas temperaturas o con el uso
constante del producto (Yamamoto et al. 1999; Yoshida et al., 2001; Takao et
al., 2002). Se ha comprobado la migracién de BPA desde el polimero hasta el
alimento con métodos como HPLC, deteccion UV, cromatografia de gases —
espectrometria de masas (CG-SM) asi como cromatografia de liquidos —
espectrometria de masas (CL-SM). Con dichas técnicas se observé que al
evaluar la migracion del BPA en agua, vinagre y aceite de oliva, por 10 dias a

40°C este es mayor en aceite de oliva. Sin embargo en todos los casos los
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valores han sido menores a los establecidos como migracion limite de BPA en

la Unién Europea (Lopez-Cervantes et al., 2003).

Debido a un aumento en el uso de productos elaborados con resinas
epoxicas y de policarbonato, se ha incrementado la exposicion humana al BPA.
El ambiente (acuatico, aire y suelo) puede ser una fuente de exposicion al BPA,
pero la principal via de contacto humana son los alimentos. (Lépez-Cervantes

et al., 2003).

Tabla 1. Efectos que producen los disruptores enddécrinos en la

salud humana (www.scielo.org.ar/scielo,2005).

Mujeres

Cancer de mama

Endometriosis

Muerte embrionaria

y fetal

Malformaciones en

la descendencia

Hijas

Pubertad precoz

Céancer vaginal

Mayor incidencia

de canceres

Deformaciones en
6rganos
reproductores
Problemas en el
desarrollo del
sistema nervioso
central

Bajo Peso al nacer
Hiperactividad
Disminucion del
coeficiente

intelectual.

Hijos
Criptorquidia (no
descenso
testicular)

Hipospadias

Reduccién del
recuento
espermatico
Disminucién del
nivel de
testosterona
Problemas en el
desarrollo del SNC

Bajo peso al nacer
Hiperactividad
Disminucion del
coeficiente

intelectual.

Hombres

Céancer de
testiculos y
préstata
Reduccién del
recuento
espermatico
Reduccién de la
calidad del
esperma
Disminucién del
nivel de
testosterona
Modificacion de la
concentracion de

hormonas tiroideas



http://www.scielo.org.ar/scielo.php?pid=S0325-29572005000300004&script=sci_arttext&tlng=es
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Estudios recientes han demostrado que la administracién oral de BPA
(10 mg/kg) resulta en la conversion de BPA en monoglucurénido conjugado,
principal metabolito urinario del compuesto (Pottenger et al 2000). En enero de
2007 la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria EFSA realiz6 una
evaluacion de riesgos del BPA y publicé una IDA (ingesta diaria admisible) de

0,05 mg/Kg de peso corporal (EFSA 2007).

Con base en diversos estudios se ha propuesto que la ingesta diaria
humana del Bisfenol A es menor a 1 microgramo /kg de peso corporal, siendo
el BPA un disruptor enddcrino, estas dosis pueden representar efectos
adversos para la poblacion humana, especialmente en fetos, por lo que este

compuesto debe ser estudiado cuidadosamente, (Kang et al., 2006).

La actividad estrogénica del BPA fue descubierta accidentalmente por el
equipo de Krishnan (Krishnan et al., 1993). Encontraron que después de
esterilizar en autoclave agua en frascos de policarbonato, aumento la tasa de
proliferacion de células MCF-7 de cancer de mama, debido a la migracion del

BPA desde el frasco hasta el agua (Kang et al., 2006).

El policarbonato ha tenido gran demanda en la manufactura de
empaques alimentarios y botellas de plastico, ya que es un material que ofrece
alta resistencia a temperaturas entre -40°C y 145°C, y a distintos &cidos y

aceites, (Staples et al., 1998).

Se ha demostrado que la presencia permanente de compuestos como el

BPA en el ambiente a dosis variables y en contacto con el organismo, altera el
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desarrollo y la fisiologia normal en una gran variedad de seres vivos incluyendo

al ser humano (Nava et al., 2008).

3.2.1 Contaminacién de medios acuosos con BPA

La solubilidad del BPA en agua va de 120 hasta 300 microgramos/mL,
(Dorn et al., 1987; Staples et al., 1998). El BPA se puede encontrar en aguas
residuales de industrias que lo emplean ya que no es completamente eliminado
durante el tratamiento de las aguas de deshecho. Estas aguas son una fuente
de contaminacion del medio acuatico (Staples et al., 1998; Firhacer et al.,
2000; Korner et al., 200). EI BPA en agua de rios puede ser degradado bajo
condiciones aerdbicas, (Dorn et al., 1987; lke et al., 2000; Klecka et al., 2001;
Fromme et al., 2002), pero no bajo condiciones de anaerobiosis (Kang and
Kondo, 2002). Recientemente Kang y Kondo demostraron que Pseudomonas
sp. y Pseudomonas ptida, son capaces de biodegradar el BPA (cercana de un

90%).

Un estudio reciente reportd que los niveles de BPA en pescado varian
de 2 a 75 ng/g peso seco en el higado y de 1 a 11ng/g peso seco en el
musculo. ElI BPA también se detectdé en pescados (1-6 ng/g peso seco) que

vivieron en aguas donde no se encontré BPA en el agua (Belfroid et al., 2002).

El BPA puede permanecer mas tiempo sin degradarse (casi 30 dias) en
agua de mar en comparacion con agua de rio, y la posibilidad de que los
organismos marinos se contaminen con BPA es mucho mas alta que en

organismos de rios (Ying y Kookana, 2003; Kang y Kondo, 2005).
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3.2.2 Contaminacion de suelos y aire con BPA

El potencial de trasporte del BPA al aire es mucho menor (<0.0001%)
con respecto al del agua (aproximado a 30%) o al suelo (68% aprox.)(Staples
et al., 1998). Recientemente se ha reportado que la posibilidad de inhalar altas
concentraciones de BPA en el aire es muy baja. Sin embargo los obreros de
compafias que fabrican productos con base de BPA son una excepcion (Rudel

et al., 2001).

El BPA puede ser absorbido desde la superficie de aguas por suelo y
sedimentos, siendo mayores los niveles de BPA en sedimentos que en aguas.
(Bolz et al., 2001; Heemken et al., 2001; Fromme et al., 2002). La
contaminacion de suelos con BPA posiblemente se relaciona con los

deshechos humanos, domésticos e industriales (Kawahata et al., 2004).

3.2.3 Ingesta de alimentos contaminados con BPA

La contaminacién de alimentos es causada por la migracion de BPA
desde los empaques hacia el alimento. Resinas epoxicas producidas con BPA
se utilizan como lacas para tapas de metal; estas superficies estan en contacto
con los alimentos y bebidas. Los plasticos de policarbonato son utilizados
también como botellas, biberones y contenedores para alimentos y bebidas

(Kang et al., 2006).

Con el tiempo, el calor o el simple uso, las uniones éster del polimero

son degradadas liberando mondémeros de BPA, los cuales son liberados a los
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alimentos, bebidas y medio ambiente. Debido a esto, la poblacion en general
esta inevitablemente expuesta al BPA, el cual es ingerido en dosis bajas en los
alimentos enlatados y en los contenidos de las botellas y contenedores de

plastico (Nava et al., 2008).

Basheer y colaboradores (2004) reportaron que la concentracion de BPA
encontrada en mariscos (langostinos, cangrejos, almejas, calamares vy
pescado) de un supermercado en Singapur fue entre 13.3 y 213.1 ng/g en base
himeda. Por lo tanto el medio acuético, la ingesta de peces de agua dulce o
mariscos contaminados con BPA puede ser la principal via de contaminacién

para los seres humanos.

En Japon, el equipo de Imanaka ha detectado residuos de BPA en
muestras de alimentos en lata, como carne de res en conserva, pollo, maiz y
frijol en los niveles de 17-602 ng/g, 212 ng/g, 2.3-75 ng/g y 3.5-26 ng/g,
respectivamente. Entre alimentos frescos, BPA ha sido detectado en muestras
de pescado y de higado en niveles desde trazas hasta 6.2 ng/g y 2.2 ng/g,
respectivamente. En verduras, frutas y chocolates, se han detectado trazas de

BPA (Imanaka et al., 2001).

3.2.4 Empaques alimentarios como fuente de BPA y su migracion

al ser humano.

Los principales factores que influyen en la migracién del BPA desde las
superficies del empaque a los alimentos son tiempo y temperatura utilizados en
el proceso de fabricacion, asi como si el producto terminado se debe calentar

para su consumo (Kawamura et al., 1999,2001; Munguia-L6pez y Soto Valdéz
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2001; Munguia-Lopez et al., 2005; Takao et al., 2002; Goodson et al., 2002;

Kang et al., 2003).

3.24.1 Contaminacion a partir de productos enlatados

Se ha reportado que el BPA es liberado del recubrimiento interno de la
lata al alimento o bebida al ser sometido a esterilizaciébn comercial y consumido
por el ser humano (Brotons et al., 1995). El BPA ha sido detectado en
alimentos enlatados como vegetales, bebidas, pescado, formulas infantiles y

productos carnicos. Ver tabla 2.

En latas sometidas a tratamiento térmico de 121 °C, el nivel de
migracion de BPA (0.000006 mg/ml) después de 60 minutos de calentamiento,
fue similar al observado después de 15 y 30 minutos a la misma temperatura

(Kang et al.,2003).

La migracion de BPA también puede verse afectada por el tiempo de
vida de anaquel acumulandose en el alimento (Munguia-L6pez y Soto-Valdéz,

2001; Yoshida et al.,2001; Munguia-Lépez et al.,2002,2005).

Yoshida y colaboradores (2001) reportaron que la concentracion de BPA
en la porcion sélida de vegetales en lata es mucho mayor que en la porcién

acuosa.

La migracion del BPA desde los recubrimientos de las latas hacia el
alimento, puede ser distinto entre industrias manufactureras, diferentes
métodos de manufactura, y diferentes tipos de materias primas para la
elaboracion de los distintos recubrimientos (Horie et al., 1999; Kawamura et al.,

2001; Takao et al., 2002).
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Alimentos con alto contenido de cloruro de sodio o aceites vegetales
pueden favorecer la migracion del BPA durante el tratamiento térmico (Lopez-
Cervantes y Paseiro-Lozada, 2003). Por lo tanto para reducir la migracion de
BPA desde el recubrimiento de latas, los tiempos de calentamiento y las

temperaturas necesitan ser reexaminadas muy cuidadosamente.
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Tabla 2. Niveles De BPA En Alimentos Enlatados, Reportados Por

Varios Investigadores (Kang et al.,2006).

ALIMENTO EN

LATA

Céarnicos

Pescado

Frutas y

vegetales

Bebidas

Formulas

infantiles

de deteccion (<5 ng/g).

NO. DE
MUESTRAS

10

14

10

10

33

11
80

3

14

CONCENTRACION DE

BPA

(MEDIDA Y RANGO)

(ng/g)
130 (17-602)
110 (17-380)

21 (<20-98)
22 (ND hasta 43)

23 (<20-109)

30 (<5-102)

25 (2-75)
42 (ND hasta 95b)

25 (9-48)
20 (ND hasta 76)
6 (<10-24)

<1 (ND hasta <7c)
18 (ND hasta 212)

<10

31 (21-43)

5 (0.1-13a)

a niveles indetectables calculados como cero. ND, no detectables.

¢ <7, concentraciones de BPA detectables pero no cuantificables.

REFERENCIA

Imanaka et al. (2001)
Goodson et al. (2002)
Thomson and
Grounds (2005)
Goodson et al. (2002)
Thomson and
Grounds (2005)
Munguia-Lépez et al.
(2005)

Imanaka et al. (2001)
Yoshida et al. (2001)

Goodson et al. (2002)

Brotons et al. (1995)
Thomson and
Grounds (2005)
Goodson et al. (2002)
Horie et al. (1999)
Thomson and
Grounds (2005)

Kang and Kondo
(2003)

Biles et al. (1997a)

b niveles de BPA en porcion solida; niveles para todas las muestras en porcidon acuosa inferiores al limite
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3.2.4.2 Contaminacion con BPA a partir de productos plasticos

Los niveles de migracion de BPA de contenedores de policarbonato
usados son mas altos en comparacién con los de contenedores nuevos debido
a la degradacion del polimero. El carbonato es estable, pero puede llegar a
hidrolizarse en agua caliente o a un pH alcalino. Por lo tanto, el BPA puede
migrar del plastico después de que ha sido lavado y esterilizado en soluciones
alcalinas o en agua caliente. A mayor uso de los contenedores de
policarbonato mayor serd la posibilidad de migracion del BPA (Kang et al.,

2006).

Las migraciones de BPA de biberones de policarbonato fueron
investigadas bajo condiciones severas (por ejemplo, en temperaturas altas por
espacios de tiempo prolongados) simulando la migracion en el peor de los
casos segun las recomendaciones de la FDA para articulos de uso repetido
gue estan en contacto con el alimento. La migracion de BPA en una superficie
de botella de policarbonato de 6 cm x 4 cm fue encontrado en niveles de 1,0
ng/cm? en aguay 5,9 pg/cm? para 50% de etanol después de calentar a 65 °C

durante 10 dias (Cao et al., 2008).

En botellas y contenedores de policarbonato reutilizables, el llenado con
agua caliente o calentando en horno de microondas a temperaturas altas

aumentara el nivel de la migracion de BPA (Cao et al., 2008).
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3.2.5 Cambios Fisiopatolégicos causados por BPA en el

organismo

Generalmente se piensa que los disruptores endocrinos ambientales son
menos potentes que sus contrapartes naturales (hormonas endégenas), y que,
por lo tanto, no tienen la capacidad de causar efectos adversos a la salud. Sin
embargo, se ha demostrado que los disruptores endocrinos ambientales son
capaces de producir multiples efectos, que varian dependiendo de la dosis

(Nava et al., 2008).

El BPA puede ser liberado en el ambiente durante diversos procesos
industriales, por lo cual a causa del uso esparcido de este disruptor enddécrino,
el potencial para la exposicibn humana es alto. Estudios toxicolégicos en
animales de laboratorio sugieren que esa exposicion a BPA es asociada con
anomalias morfologicas, funcionales y de conducta relacionada a la
reproduccién. La exposicion de fetos de roedor a dosis bajas de BPA de 20 —
400 pg/kg/dia produce los efectos estrogénicos postnatales. En machos, la
produccion diaria de esperma se reduce y aumenta el peso de la préstata, y en
la hembra, el desarrollo del tejido reproductivo se ve modificado, la interrupcién
de la diferenciacion sexual en el cerebro, los cambios a largo plazo en la
vagina, en el crecimiento y la pubertad se aceleran (Howdeshell et al. 1999;
Kubo et al. 2003; Markey et al. 2001; Nagel et al. 1997; Schonfelder et al. 2002;

Vom Saal et al. 1998; Welshons et al. 1998; White et al. 1994).

Ante el hecho de que los seres humanos estamos expuestos al BPA, se
han practicado andlisis de orina para identificar el compuesto (Matsumoto et al.,

2003; Yang et al., 2003; Calafat et al., 2005; Kawaguchi et al., 2005; Liu et al.,
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2005; Ye et al., 2005). Calafat y colaboradores (2005) reporté haber detectado
BPA (>0.1 ng/ml) en el 95% de las muestras de orina reunidas de 394 adultos
estadounidenses con diferentes edades, lugares de residencia y sexo. Muchos
estudios sugieren que los altos niveles de BPA en orina pueden ser
posiblemente correlacionados con el consumo de alimentos enlatados (Inoue et

al., 2003; Matsumoto et al., 2003; Yang et al., 2003).

El BPA se absorbe a través del intestino delgado y penetra en la
circulacién entero hepética prolongando asi su presencia en el metabolismo

(Qishi et al., 2008).

En ratones tratados con BPA por via oral, en dosis comparables con los
niveles de exposiciéon ambiental (0.02—-0.1 mg/kg/dia), se observd que el BPA
es un poderoso disruptor de meiosis, el proceso de la division de células
productoras de esperma u oOvulos, llevando a aneuploidia (Hunt et Al. 2003).
Aneuploidia (un error en la division celular) durante meiosis es considerada la
causa mas comun conocida del retraso mental asi como la causa genética de

infertilidad en humanos (Hassold y Hunt 2001).

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha
establecido un maximo aceptable o dosis de referencia (DRf) de BPA de
0.05mg/kg de peso corporal/dia (EPA, 1998). La comision europea de Comités
Cientificos calculd, en el 2002, que la ingesta diaria de BPA es cercana a
0.0016 mg/kg peso corporal/dia en infantes, de 0.0012 mg/kg peso corporal/dia
en niflos de 4-6 afos y de 0.0004 mg/kg peso corporal/dia en adultos (EC
2002). Por otra parte, la Sociedad de la Industria del Plastico de USA, calculd

en ese mismo afio, el uso de 50 mg/kg/dia como el nivel de dosis sin efecto
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observable (NOEL), y la dosis sin efecto adverso observable en la reproduccién
ni toxicidad en la progenie, fue recientemente identificada como 50 mg/kg/dia
de BPA (Tyl et al. 2002). Actualmente, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria EFSA publicé una IDA (ingesta diaria admisible) de 0,05 mg/Kg de

peso corporal (EFSA 2007).

Muchos estudios sugieren que la absorcién y distribucion del BPA en
organos maternos y fetales es extremadamente rapida y que el BPA puede
facilmente pasar a través de la placenta después de una administracion oral a

ratas gestantes (Miyakoda et al., 1999, 2000; Takahashi y Oishi, 2000).

El BPA es glucuronidado por la UDP-Glucuronosiltransferasa (UGT) en
el higado. El glucurénido del BPA es el metabolito principal en la orina,
mientras que el BPA libre es el principal componente en heces. A pesar de las
diferentes rutas de administracion, la dosis suministrada y el modelo
experimental, el BPA libre se excreta en heces en un rango de 56 -82% y sus
metabolitos en orina se encuentran en un rango de 13-28% (Knaak y Sullivan,
1996; Yokota et al., 1999; Pottenger et al., 2000; Snyder et al., 2000; Kang et
al.,2006). Mas del 99% del BPA libre y sus metabolitos son excretados en
heces y orina, mientras que menos del 1% es retenido en tejido, segun
estudios del metabolismo del BPA (Kamrin, 2004).

En el higado, la actividad de UGT tiene una importante funcién para la
eliminacién de BPA. La UGT en el higado fetal humano esta presente en una
concentracion cinco veces menor en comparacion con el de los adultos
(Capiello et al., 2000). Por lo tanto un feto puede correr mayor riesgo a efectos

adversos causados por BPA que un adulto.
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Oishi y colaboradores han evaluado si microorganismos probioticos
como Bifidobacterium brevis, cepa Yakult (BbY) y Lactobacillus Cassei Shirota
(LcS) podrian ejercer un efecto protector contra la exposicion dietética al BPA,
suministrando BPA via oral en concentraciones de 0.1mg, 0.25mg y 0.5mg por
rata, detectando BPA en heces, encontrando que ambos probidticos reducen la
absorcion intestinal del BPA facilitando su excrecion en heces de ratas y

reduciendo el riesgo de alteraciones causadas por disruptores endocrinos.
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3.25.1 EFECTOS DEL BPA EN SISTEMA REPRODUCTIVO

Estudios con ratas gestantes han demostrado que el BPA se transmite
rapidamente de la madre al feto, activando los receptores a estrogenos (Kim et
al., 2002). Varios autores afirman que la exposicion prolongada e inadvertida
de este compuesto durante periodos criticos del desarrollo puede afectar la
salud reproductiva y general de los seres vivos (Nava et al.,, 2008).

Efectivamente, se ha observado, en ratas expuestas perinatalmente al
BPA, irregularidades del ciclo estral asi como en tejido reproductivo
(Papaconstantinou et al., 2000; Rubin et al., 2001; Kato et al, 2002). Mas aun,
se ha reportado que estos disruptores enddécrinos se han relacionado con el
incremento en la frecuencia de distintos tipos de cancer, entre ellos el de
sistemas reproductivos (Nava et al., 2008). Actualmente, no se cuenta con las
estrategias adecuadas para evaluar el riesgo que representan a la salud
reproductiva estos compuestos presentes en alimentos y bebidas consumidos
en nuestro pais, ya que no se evallan los efectos que tienen estas sustancias
a dosis relativamente bajas (Nava et al., 2008). Por lo tanto, es necesario
evaluar el efecto que tienen bajas dosis de BPA sobre el organismo siendo

necesaria la evaluacion de dichos efectos a nivel molecular.

La exposicibn a compuestos estrogénicos durante periodos criticos del
crecimiento fetal podria resultar en efectos adversos para el desarrollo de los
organos reproductivos. Estudios in vitro han demostrado que el BPA compite
con el estradiol (E;) uniéndose a los receptores a estrégeno alfa (ERa)
(Schonfelder et al. 2004), e induce la expresion del receptor a progesterona

(PR) (Krishnan et al., 1993; Soto et al., 1995). Sin embargo, la capacidad de
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estas sustancias como el BPA para inducir las rutas metabdlicas relacionadas a
la secrecion de hormonas asociadas con mecanismos endocrino-disruptivos en
gran parte no han sido determinadas. (Wozniak et al., 2005).

Por otra parte la exposicibn perinatal a compuestos estrogénicos
exdgenos, como el BPA, puede producir efectos irreversibles (Newbold RR et
al., 1995; Bern et al., 1992). Estos efectos irreversibles han sido evaluados en
ratas de cepa Sprague-Dawley, y se han observado alteraciones permanentes
en el ciclo estral en hembras expuestas al BPA en la etapa perinatal, lo cual
podria ser causa de una fertilidad limitada y una disminucion en el proceso
reproductivo (Rubin et al., 2001). Kato y colaboradores reportaron en el 2002
que después de suministrar 1mg BPA/cria de rata Sprague-Dawley, via
subcutanea, durante el periodo neonatal hasta el dia post natal (PND) 9,
encontraron anormalidades en oOrganos reproductivos de hembras como
apertura vaginal temprana, irregularidad del ciclo estral, disminucion en el area
ocupada por el cuerpo Iuteo en el ovario y multiples foliculos quisticos en el
ovario (Kato et al., 2002).

La etapa y periodo de exposicion a BPA, son muy importantes, ya que
se ha observado que una exposicion limitada de animales adultos puede
producir efectos reversibles. Sin embargo, la exposicion perinatal a estos

compuestos estrogénicos produce efectos irreversibles (Nava et al., 2008).

Existen reportes de distintos estudios realizados a diferentes dosis,
tiempos y en diferentes cepas de roedores, algunos de los cuales son

resumidos en la Tabla 3 (Nava et al., 2008).
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Tabla 3.Efectos reportados por la administracion de BPA en

Periodo y
Etapa de

Exposicion

modelos murinos. (Nava et al., 2008).

Rango de
Dosis

Dosis
minima
positiva

Referencia

Efectos

reportados

Incremento en

Hembras de 1280 Ar']%é disturbios meiéticos,

C57 4 segw:réas V.0. de peso 20 na/ Hunt, et al, ar:gﬁ'”ﬁ(’)?(;gg e
BL/6 y S.G. corporal 9’9 2003 . P

meses de . incremento en los
por via :
edad. oral niveles de no-
disyuncion.
Incremento en
V.LP. 18.75 niveles del mRNA c-
Hembras de 37.5, 50, veggz ﬁ)psrcr)])(().r;glgs a
F344 | 7-8 sem. de 75,150y 37.5 Steinmetz, et 2 hrs. Incremento del
y SD edad Implan- 200 mg/Kg al, 1998 <or dol epiteli
OVEX. | tesde | mg/Kg de grosor del epitelio
SILAS- BPA vaginal y luminal, y
TIC ' estimula
' gueratinizacion.
Estudio 1.

Alok: PND 21-22 | V.O.y 400 );ISOO Apertura vaginal
A?D ' con peso SC mg/kg 600 Ashby and prematura e
rata entre 38-48 Estudios 2 mg/Kg Tinwell, 1998 | incremento de peso

g, y 3. 800 en Gtero.
mg/Kg
Incremento del peso
CF - corporal, disminucion
1 | GD11-17 \8/8 24u9lg | 2.4 uglg i?‘g’ldel%g%" del tiempo entre la
raton T ' apertura vaginal y el
primer estro.

Incremento del peso

Ratas de 2- corporal. Alteracién
3 medseds de V.0 en patrones del ciclo

edad. o 0.1 mg/Kg . estral. Bajos niveles

disuelto 0.1 Rubin et al,
SD y1l.2 de LH en plasma. El
en el mg/Kg 2001 X

a0ua mg/Kg incremento de peso

GD 6-PND g se mantuvo por mas

21 tiempo en la dosis

baja.
No queratinizacion
de superficie epitelial
0.1y 50 a dosis baja, en
) V.0O. mg/Kg por 0.1 Schonfelder dosis alta el efecto
SD GD6-21 S.G dia de mg/Kg et al, 2002 es similar pero

BPA menos pronunciada.

Falta de expresion
de la variante de
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64kDa de ERa
durante el estro a
dosis baja. Falta de
expresion de ERa en
vagina durante el
estro a dosis alta

Incremento en
anormalidades

sindpticas,
C57 Fetos de zdoe“ge/;? Susiario. et incremento de
BL/6 | 18.5 dias de | Pellets P 20 pg/Kg 10, asociaciones
. . corporal/ al, 2007 .
ratbn | gestacion dia terminales (end to
end) y aumento en la
frecuencia de
recombinacion.
Incremento del area
total del arbol ductal
y del nimero de
I-éembras de conductos
dsee21 d?das terminales, extremos
C[l) - Pumps 25y 250 , / Markey et al, terminales y brotes
’ (ILP) ng 5 ng/Kg. 2005 alveolares.
ratén BPA/Kg.
GD9 — _Incremento
PND4 significativo del

numero de células
epiteliales que
expresan PR

Abreviaturas: CD (Cesarea derivadas de ratas SD), SD (Sprague- Dawley) GD
(dia gestacional) PND (dia post natal),V.O. (Via oral), V.I.P (Via Intra

peritoneal), V.S.C. (Via Sub cutanea), S.G. (sonda gastrica), ILP (implantes
osmoticos de liberacion prolongada).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ha sido demostrado que el BPA tiene efectos adversos en el sistema
enddcrino de modelos murinos, sin embargo existen datos en la literatura que
proponen evaluar a distintas dosis el efecto del BPA durante largos periodos
de tiempo en modelos in vivo, ademas de que no se cuenta con datos

suficientes a nivel molecular.

La sociedad de la industria del plastico de USA, ha recomendado el uso
de 50 mg de BPA/kg/dia como el nivel de dosis sin efecto observable (NOEL),
sin embargo se ha reportado que la exposicion prenatal de los roedores a
disruptores enddcrinos a dosis menores de la recomendada induce
anormalidades en el tracto reproductivo, el cual es similar en anormalidades en

humanos.

En este trabajo se evaluaran los efectos que tiene el BPA suministrado
por via oral a dosis de 1.2mg/kg/dia, a nivel molecular en el tejido reproductivo

de las crias de las ratas tratadas durante el periodo de gestacion y lactancia.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que tiene el BPA, suministrado a bajas dosis por via

oral, durante la etapa perinatal sobre el tejido reproductivo de ratas.

5.10BJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar efecto que ejerce el BPA, suministrado a bajas dosis por via

oral durante la etapa perinatal, en el incremento de la masa corporal.

2. Analizar los efectos que el tratamiento perinatal con BPA tiene sobre la
regularidad del ciclo estral, por medio del estudio de los cambios

morfologicos en las células del epitelio vaginal.

3. Determinar los efectos biol6gicos causados en utero de la progenie de
ratas expuestas al BPA via oral durante el periodo de gestacion y

lactancia.

4. Evaluar a nivel molecular el proceso de muerte celular del tejido
uterino, después del tratamiento con bajas concentraciones de BPA

via oral in Gtero y lactancia de ratas.
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6. HIPOTESIS

Los efectos a largo plazo que producen los estrégenos sintéticos, como el
BPA, suministrados a dosis bajas durante largos periodos de exposicion al
compuesto, pueden detectarse a nivel citolégico en el Utero con técnicas de
TUNEL ya que estas representan una estrategia metodoldgica adecuada para
analizar cientificamente la relacién entre disruptor enddcrino en estudio y la

muerte celular del Gtero de ratas.

Se espera que el BPA como disruptor enddcrino ejerza efectos anormales
tanto en el ciclo estral como en la citologia del Gtero de las ratas que recibieron

el tratamiento en etapa perinatal, ademas de incrementar su masa corporal.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales de experimentacion

Para este proyecto se seleccionaron ratas hembras adultas gestantes
cepa Wistar con 200g de peso corporal aproximadamente, mantenidas bajo
ciclos de 12 hr:12 hr de luz/oscuridad con comida ad libitum. Se registr6 el peso
corporal solamente de las crias hembras a partir del tercer dia de nacidas y
posteriormente cada 5 dias hasta los 90 dias de edad, haciendo uso de
balanza analitica (Rubin et al 2001). A partir de la edad adulta se les determiné
la etapa del ciclo estral por frotis vaginales diarios, por aproximadamente 4

semanas.

7.2 Suministro de Bisfenol A
A partir del dia 6 de la gestacion y durante el periodo de lactancia (21
dias), se suministré diariamente, via oral BPA (Sigma Aldrich) diluido en etanol
al 0.1%, y disuelto en agua ad libitum, en una concentracion de 1.2 mg/kg de
peso corporal/dia en bebederos de vidrio, para evitar que compuestos
provenientes de botellas de plastico que contengan policarbonato interfieran en

los resultados de éste estudio.

7.3 Procesamiento del tejido

Tanto los animales control como los que recibieron tratamiento perinatal
con BPA, se sacrificaron por decapitacion, a las 13:00 hrs en etapa de estro.
En seguida del sacrificio se extrajo el Utero de cada animal fijAndolos
individualmente en formalina al 3.7% por 24hr y después 1lhr en PBS 1X

(Mendoza-Rodriguez et al. 2002). Se deshidratd el tejido con una serie de
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concentraciones crecientes de etanol y se aclararon con xilol en Histoquinet
(equipo Microm GmbH 69190. Cat No. 813140 W.Germany) y posteriormente

fueron incluidos en bloques de parafina.

Se realizaron cortes de 5um de grosor en microtomo y se montaron en
laminillas tratadas con Poli-L-lisina (Sigma Aldrich P 8920 USA). Dichos cortes
se desparafinaron durante 20 minutos a 60°C y posteriormente se rehidrataron
en soluciones de concentraciones decrecientes de etanol hasta agua destilada

y PBS (solucion buffer de fosfatos) 1X (Mendoza-Rodriguez et al. 2002).

7.4 Determinacion de apoptosis

La deteccion de células apoptéticas se realiz6 con la técnica de TUNEL
sobre los cortes histologicos. Estos se trataron segun las recomendaciones del
fabricante del kit de deteccion in situ de muerte celular (In situ cell death detection
kit, TMR red; Boehringer Mannheim. Roche) el cual se basa en el marcaje de los
extremos libres 3'- OH del DNA (generados por la degradacién del DNA durante
la muerte celular), con un nucleétido modificado (tetra-methyl-rodamine-dUTP)
por medio de la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). La deteccién
de células apoptdticas se realiza observando la preparacibn en un microscopio

con fluorescencia.

7.5 Medicién del epitelio luminal
El grosor del epitelio luminal de los tejidos analizados con la técnica de
TUNEL, fue medida bajo microscopio y luz de fluorescencia, con la ayuda del

programa Nikon DS Cooled Camera Head DS-5Mc/DS-2MBWCc., Version 3.0.
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7.6 Andlisis estadistico

Los datos sobre crecimiento de las crias utilizadas para este proyecto asi
como los datos cuantitativos de la técnica de TUNEL y medicion del epitelio
luminal, fueron evaluados por medio de un analisis de varianza de una sola via
(ANOVA) seguida por una prueba de comparacion mdltiple de Tukey y t de
student. Se uso el programa Prism 2.01 para obtener graficos y para calcular los

valores de probabilidad y los errores estandar de la media (xESM).
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8. RESULTADOS

8.1 Evaluacion del Peso corporal de las crias

En las ratas tratadas perinatalmente via oral con BPA, al contrario de las
expectativas, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
peso corporal con respecto a las ratas control, hasta los 90 dias de edad. Por lo

tanto la dosis empleada no induce un incremento de la masa corporal. Figura 6.

Peso corporal de crias tratadas con
BPA Vs Crias control

250
. 200
[]
-]
B
2 150
B —— Crias C/BPA
(<]
a
E 100- ——Crias CTRL
1
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0 I T I I I 1 | 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Edad (dias)

Figura 6. Registro del peso corporal de crias de ratas tratadas con BPA
durante etapa perinatal y de crias control, cada 5 dias, a partir de los 6 dias de
nacidas hasta los 90 dias de edad. No se reporta diferencia significativa entre
ambos grupos después del analisis estadistico. La grafica muestra el promedio

+ ESM.
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8.2 Evaluacion del ciclo estral

Se observo también que el 79.16% de las ratas tratadas durante la
gestacion y la lactancia presento una alteracion del ciclo estral, y el 20.83% de
ratas restante aparentemente presentaron ciclos regulares de 4 a 5 dias, pues
al analizar diariamente la citologia de los frotis vaginales se comprobé que los
animales se ubicaron en una etapa de estro permanente, grafico 2, mientras
que en el grupo control el 93.75% del las ratas presentaron ciclos regulares de
4 dias y solamente en el 6.25% se observaron irregularidades del ciclo estral,

sin observar ninguna etapa del ciclo estral de forma permanente. Figura 7.

u PEGULARES REGLULARES

HFa COMTROL
B |[RREGLILARES BRREGULARES
BF& CONTROL

Figura 7. Porcentaje de animales que presentaron ciclos estrales regulares(.)

e irregulares (.) tratados con BPA y controles.

8.3 Cambios en los patrones de apoptosis en el epitelio uterino por

administracion de BPA

Una vez que quedd demostrada la pérdida del ciclo estral se procedio a

aplicar la técnica de TUNEL a los cortes histolégicos que previamente se
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colocaron en laminillas tratadas con poli-L-lisina, se desparafinaron y se
rehidrataron. Se permeabilizé con Proteinasa K (stock : Proteinase K, PCR
grade, 20.6mg/mL in 10mM Tris-HCL, pH 7.5. Roche Diagnostics GmbH.) y
Triton X-100 al 0.1 % (t-octilfenoxipolietoxietanol, Sigma Ultra.), y
posteriormente se incubd con la solucion de TUNEL ( In situ cell death
detection kit , TMR red, Roche Diagnostics GmbH.) por 60 minutos 37 °C en

camara humeda, Para el control negativo, se omitio la soluciéon de TUNEL.

En los cortes analizados en microscopio de fluorescencia, fue
claramente observable que el 94.11% del grupo control presentdé marcaje de
TUNEL en fragmentos de DNA de células apoptéticas caracteristicas de la
etapa de estro, en epitelio luminal y glandular, (Figura 8 A-B). En contraste no
se obtuvo marcaje de TUNEL en el 60.71% de los uteros de los animales
tratados perinatalmente con BPA (Figura 8 C-D), a pesar de encontrarse en
etapa de estro, donde existe el mayor indice apoptotico del epitelio luminal y
glandular. El 39.28% restante de estos tejidos de animales que recibieron el
tratamiento perinatal con BPA, si mostraron marcaje de TUNEL en el epitelio

uterino, (Figura 8 E-F y Figura 9).
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Figura 8. Cortes histologicos de 5 um de grosor de utero de ratas analizados
por la técnica de TUNEL. (A-B) Rata control en etapa de estro. El epitelio
luminal se encuentra marcado con TUNEL, indicando muerte celular
caracteristica de esta etapa del ciclo estral. (C-D) Ratas tratadas durante
periodo perinatal con BPA, en etapa de estro permanente. Se observa epitelio
luminal sin marca de TUNEL, a pesar de encontrarse en etapa de estro.

(E-F) Rata en etapa de estro permanente, tratada durante etapa perinatal con
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BPA. Se observan zonas del epitelio luminal con marca de TUNEL indicando

muerte celular. Barra = 100 pum

h.
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Figura 9. Porcentaje de animales que presentaron marcaje de TUNEL en los
epitelios uterinos en la etapa del estro. BPA, animales sometidos al tratamiento
con BPA durante etapa perinatal, Control, animales control tratados con etanol

al 1 %.



45

8.4 Incremento en el grosor del epitelio luminal uterino por

tratamiento con BPA.

Puesto que para esta investigacion es relevante la citologia del epitelio
uterino, se realizaron mediciones del ancho del epitelio luminal en distintos
cortes del grupo control (Figura 10A) y en distintos cortes del grupo tratado con
BPA (Figura 10B). El resultado de estas mediciones indicO que si existen
diferencias estadisticamente significativas en el grosor del epitelio uterino entre
los animales tratados con BPA durante la etapa perinatal (tanto los que
mostraron marcaje de tunel y los que no mostraron marca) y los animales
control (Figura 11). Asi mismo, no se encontré diferencia significativa en el
grosor del epitelio luminal entre los animales que recibieron el tratamiento con
BPA durante la gestacion y lactancia que si mostraron marca de TUNEL y los

gue no mostraron marcaje (Figura 11).

Figura 10. Evaluacion del grosor del epitelio luminal. (A) Rata control en
etapa de estro. (B) Rata tratada durante el periodo perinatal con BPA, en etapa

de estro permanente. Barra= 100 um.
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40 MEDICION DEL EPITELIO LUMINAL

304

um

104

CONTROL BPA MARCA BPA NO MARCA

CORTES HISTOLOGICOS

Figura 11. Comparacion del grosor del epitelio luminal en cortes histolégicos
de animales de experimentacion. CONTROL, animales control tratados con
etanol al 1%. BPA MARCA, animales tratados con BPA durante la etapa
perinatal que presentaron marcaje de TUNEL en epitelio uterino. BPA NO
MARCA, animales tratados con BPA durante la etapa perinatal que no
presentaron marcaje de TUNEL en epitelio uterino a pesar de encontrarse en

etapa de estro. * p< 0.05 vs. BPA MARCA y BPA NO MARCA.
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9. DISCUSION

El BPA es un compuesto que tiene actividad hormonal y recientemente ha
recibido mucha atencion debido a su alta exposicion al ser humano. Actualmente
es usado en la fabricacion de policarbonatos, plasticos y resinas epoxicas, asi
como en los recubrimientos internos de las latas de alimentos y bebidas. Se ha
detectado que se filtra a los alimentos contenidos en las latas y botellas, asi como
de los selladores dentales (Yamamoto et al. 1999). Estos reportes sugieren que
los humanos rutinariamente ingieren BPA. Se ha detectado los niveles de BPA en
plasma materno y fetal, y en el tejido de placenta al nacimiento en humanos
(Schonfelder et al, 2002; Ikezuki et al.,, 2002). Se ha detectado que las
concentraciones de BPA en fluido amnidtico son 5 veces mayores que las
detectadas en plasma materno. Debido a la alta exposicion humana a este
compuesto se han llevado a cabo diversos estudios para evaluar el efecto que
tiene el BPA sobre los tejidos hormono regulados. Pruebas in vitro e in vivo han
demostrado que es capaz de unirse a REa (Schonfelder et al. 2004) e inducir un
efecto estrogénico en sistema reproductivo (Krishnan et al., 1993; Soto et al.,
1997; Villalobos et al., 1995). La mayoria de los estudios in vivo en los que
evalian el potencial estrogénico del BPA se han llevado a cabo en roedores
inmaduros u ovariectomizados en los cuales se evalla su potencial uterotrépico.
Los resultados de estos estudios son controversiales ya que hay estudios que
reportan que el BPA si tiene efectos uterotropicos (Cook et al., 1997; Gray y
Ostby, 1998; Dodge et al., 1996, Ashby y Tinwell, 1998; Papaconstantinou et al.,
2000) mientras que otros no lo detectan (Gould et al., 1998; Coldham et al.,
1997). La diferencia entre los diferentes estudios son la especie y cepa de animal

utilizado, la concentracion de BPA suministrada asi como la via de
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administracion. Entre los que si detectan efectos uterotropicos, reportan que la
administracion de BPA desde una concentracion de 500 mg/ kg/ dia hasta 30
mg/kg/dia por diferentes vias es capaz de inducir un incremento del peso uterino,
respecto a los animales control, en roedores adultos ovariectomizados o
inmaduros (Cook et al., 1997; Gray y Ostby, 1998; Dodge et al., 1996, Ashby y
Tinwell, 1998; estan en el articulo de Papaconstantinou et al., 2000). Una sola
inyeccion ip de BPA de 37.5 mg/ Kg indujo la proliferacion de las células
epiteliales de ratas F344 y una dosis mas baja de 0.3 mg/ kg/ dia fue capaz de
inducir hipertrofia del epitelio luminal uterino y secrecién de mucosa (Steinmetz et
al., 1998; Papaconstantinou et al., 2000). Los efectos producidos por el BPA son
revertidos por la administracion de un compuesto anti-estrogénico (ICl 182,780),
lo que sugiere que los efectos inducidos por el BPA son mediados por el receptor

a estrogenos (Papaconstantinou et al., 2000).

La etapa y periodo de exposicion a BPA, son muy importantes, ya que se
ha observado que una exposicion limitada de animales adultos puede producir
efectos reversibles. Sin embargo, la exposicion perinatal a estos compuestos
estrogénicos produce efectos irreversibles (Nava et al., 2008). Estudios recientes
han demostrado que las perturbaciones hormonales durante el desarrollo fetal y
neonatal pueden predisponer a los individuos a diversas enfermedades o
disfunciones en la etapa adulta, tales como la hipertension y enfermedades
coronarias (Sallout y Walker , 2003), obesidad (Oken y Gillman, 2003; Newbold et
al., 2005; 2007), y problemas reproductivos, incluyendo infertilidad/subfertilidad, y
un incremento de tumores uterinos (Newbold et al., 2000) y cancer de mama

(Davis et al.,, 1993). Asi mismo, la exposicion perinatal al BPA induce una
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variedad de anormalidades en el tracto reproductivo, incluyendo la apertura
vaginal prematura (Honma et al., 2002), pubertad temprana (Howdeshell et al.,
1999), alteraciones del ciclo estral (Markey et al., 2003 ), niveles alterados de LH
en plasma (Rubin et al., 2001) y morfologia ovarica anormal (Markey et al., 2003).

Sin embargo, pocos estudios se han llevado a cabo para determinar, a
nivel molecular los efectos que provoca a largo plazo la exposicion a BPA durante
el periodo perinatal sobre el tracto reproductivo (Markey et al., 2005; Varayoud et
al., 2008). Es por ello que en este trabajo se evaluo el efecto que provoca a largo
plazo la exposicion a BPA durante periodos criticos de la diferenciacion, como
son el embarazo y la lactancia, sobre la muerte celular de los epitelios uterinos.
Asi mismo se evalud el peso de las crias expuestas durante etapa perinatal, la
regularidad del ciclo estral y la morfologia uterina. EI BPA se suministro disuelto
en agua, ya que este es uno de los medios mas comunes por medio de los
cuales los humanos estamos expuestos a este compuesto. La dosis utilizada, 1.2
mg/ Kg/ dia, la cual es menor a la aprobada por la Sociedad de la Industria del
Plastico Norteamerticano (50 mg/ kg/ dia) fue estimada por el equipo de Rubin
(2001) al medir los niveles de BPA que diariamente fueron consumidos por ratas

gestantes a través del agua de sus bebederos.

Después de analizar estadisticamente los datos obtenidos en este
experimento, no se encontraron diferencias significativas entre los pesos
corporales de las ratas tratadas con BPA y las ratas del grupo control, Figura 4.
Por lo tanto, es posible afirmar que el BPA via oral disuelto en agua a una
concentracion de 1.2 mg/kg suministrado durante la etapa perinatal, no induce

un aumento en la masa corporal de la rata, por lo que existe una discrepancia
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entre estos resultados y los reportados por otros autores (Ashby-Tinwell (1998),
Howdeshell (1999) y Rubin(2001)), quienes han afirmado que bajas dosis de
BPA via oral, estimula el incremento del peso corporal en modelos murinos.
Estas diferencias se pueden deber a las distintas condiciones en las
metodologias a seguir, como especie y cepa de los animales utilizados asi
como el estrés al cual son sometidos al utilizar sondas gastricas o cirugias. Asi
mismo, detectamos que un 79.16% de las ratas tratadas con BPA no presentan
ciclos estrales regulares, mientras que en el grupo control solamente un 6.25%
no presentan ciclos regulares (Figura 7). Nuestros resultados coinciden con los
publicados por autores como Laws (2000), Rubin (2001), Kato (2003), y
colaboradores, entre otros, al reportar falla en la presencia de ciclos regulares.
La mayoria de los animales presentaron estros persistentes, es por ello que se

decidio analizar la muerte de los epitelios uterinos a nivel molecular.

Se ha comprobado que en la etapa del estro, existe el mayor porcentaje
de muerte celular del epitelio glandular y luminal, de acuerdo con el equipo de
Mendoza-Rodriguez, 2002 (Figura 2), lo cual lo confirmamos en el 94.1% de
los animales del grupo control, al observar marca de TUNEL en ambos epitelios
evidenciando la fragmentacion del DNA. Sin embargo, en el 60.7% de los
animales que recibieron el tratamiento con BPA no mostraron marcaje en
epitelio a pesar de mantenerse persistente la etapa del estro y ser sacrificados
a las 13:00 h. Por lo tanto, el tratamiento con BPA altera directamente el

proceso de muerte celular en el epitelio uterino de la rata.

Siendo relevante para esta investigacion la citologia del epitelio uterino,
nuestros resultados coinciden con los reportados por el equipo de Steinmetz

(1998), (tabla 3), al indicar un incremento del grosor del epitelio luminal, pues al
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examinar el resultado de las mediciones aplicadas a los cortes histologicos de
animales tratados con BPA, y a los cortes histoldgicos de animales control que

estadisticamente si existen diferencias significativas entre ambos grupos.

En el laboratorio de Biologia de la Reproduccion donde se desarrolld
este trabajo, se ha encontrado que las ratas se aparean en la tarde y noche del
proestro. Si el animal no se aparea, entonces se lleva a cabo la muerte celular
del epitelio uterino. Esto debe de ocurrir en las primeras horas del dia del estro.
Es por ello que el sacrificio de los animales en etapa de estro se realizd a las
13:00 horas, entonces al no observar muerte celular en el epitelio de ratas
tratadas con BPA, es posible afirmar que la exposicion prolongada al BPA
afecta la citologia en tejido uterino de ratas, y por lo tanto tiene un papel

fisiolégico importante durante el ciclo estral en el utero de la rata.

Por los resultados observados en este experimento se logré afirmar que
la exposicion perinatal a compuestos como el BPA puede ejercer efectos en el
tejido reproductivo alterando los patrones normales de muerte celular en el
epitelio, pues se observo este efecto después de la pubertad de las ratas, La
exposicion perinatal a estréogenos sintéticos como el BPA puede alterar las

etapas del ciclo estral en roedores.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio afirman que el BPA, a dosis de 1.2mg/kg

por via oral durante la etapa perinatal:

o Induce alteracién del ciclo estral, manteniendo constante la etapa de
estro en la progenie de ratas de la cepa Wistar tratadas durante la gestacion y

la lactancia.

o No estimula el incremento de la masa corporal en las crias de ratas

tratadas.

o Estimula un aumento anormal en el grosor del epitelio luminal.

o Provoca una relevante alteracion en los patrones normales de muerte
celular del epitelio luminal y glandular del utero de las crias de ratas tratadas,
ya que no se observaron células apoptéticas en los epitelios uterinos de las
ratas en la etapa de estro, en la cual bajo condiciones normales existe el mayor

indice apoptotico.

o Los disruptores enddcrinos, como el BPA, de amplio uso en la vida diaria
del humano, alteran profundamente la fisiologia reproductiva al ser consumidos

a muy bajas dosis durante el desarrollo perinatal.
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3. ANTECEDENTES

3. CICLO ESTRAL DE LA RATA

3.1.1 Niveles hormonales


La rata es un mamífero de ovulación espontánea, esto es, la ovulación no depende de una estimulación externa como en el caso del conejo, en el cual es necesaria la cópula para que se presente la ovulación. Así mismo, las ratas ovulan durante todo el año y su ciclo estral está constituido por cuatro etapas: proestro, estro, metaestro (también llamado diestro temprano) y diestro. Las ratas presentan ciclos de cuatro a cinco días de duración. En ratas que presentan ciclo de cuatro días de duración, los niveles de estradiol en plasma periférico son basales (8 ( 2 pg/ml) durante el estro. Los niveles de estradiol en plasma empiezan a aumentar en la tarde del metaestro y durante el diestro hasta llegar a su máximo valor (45 ( 2 pg/ml) a las 9:00 am del proestro. Durante la tarde del proestro los niveles de estradiol caen rápidamente y alcanzan valores basales en las primeras horas de la mañana del estro (Figura 2).  El estradiol es secretado por los folículos de De Graaf que se encuentran en desarrollo. Los tipos celulares responsables de dicha secreción son las células de la teca interna y las células de la granulosa (Butcher et al., 1974). 


Durante el ciclo estral se presentan dos incrementos en los niveles de progesterona secretada en plasma periférico (Figura 2). Durante la tarde del proestro se observa un incremento de progesterona, la cual alcanza su valor máximo entre las 6:00 y 9:00 pm (46 ( 7 ng/ml). Los niveles de progesterona vuelven a niveles basales (2 ( 1 ng/ml) para la mañana del estro (Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). Un segundo pico, de origen lúteo, se presenta alrededor del mediodía del metaestro (24 ( 3 ng/ml), se prolonga hasta las primeras horas de la mañana del diestro y desciende a niveles basales poco tiempo después del amanecer del diestro. 
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Figura 1. Estradiol 


El cambio en las concentraciones de hormonas durante el ciclo estral afecta la actividad del oviducto, útero, cervix y vagina, así como también algunos efectos fisiológicos generalizados. El aumento en la concentración de estrógenos en la sangre desencadena un estímulo neural cíclico que activa la liberación de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el hipotálamo (Brown-Grant et al., 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988).  

Durante el ciclo estral, el útero de la rata presenta cambios en estructura y función en forma dependiente de hormonas esteroides. Las células del epitelio luminal proliferan durante el metaestro, el diestro y el proestro mientras que el epitelio glandular solamente prolifera durante el metaestro y el diestro. El mayor índice apoptótico del epitelio luminal y glandular se presenta en la etapa del estro y es menor en el metaestro siendo casi nulo en el diestro y proestro (Hafez, 1970).
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Figura 2. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral. Concentración de progesterona y estradiol en plasma periférico obtenido en intervalos de 2 horas a través de los 4 días del ciclo estral de la rata. Las barras negras representan los intervalos de obscuridad en la colonia y los números en la base representan la hora del día (Freeman, 1988).


La forma más común como se determina la etapa del ciclo estral en el que se encuentra cada rata, es por medio del estudio de los cambios morfológicos en las células del epitelio vaginal. En un frotis vaginal pueden presentarse dos o más tipos celulares, pero es el tipo celular predominante el que indica la etapa del ciclo estral en el que se encuentra. Los tres diferentes tipos celulares que se pueden observar en un frotis vaginal de rata son: a) células epiteliales nucleadas, b) leucocitos polimorfonucleares y c) células epiteliales cornificadas. La pared vaginal durante el estro presenta un aspecto seco, blanco y carente de brillo pero cambia durante el metaestro presentando un aspecto húmedo y rosado. Estos cambios están asociados con la cornificación de las capas superiores durante el estro y con la extensa descamación al final de esta etapa. A medida que se aproxima el proestro los tipos celulares presentes en los fluidos vaginales consiste de células epiteliales nucleadas y leucocitos y ocasionalmente algunas células cornificadas. Durante el proestro, los leucocitos desaparecen, las células epiteliales nucleadas aumentan en número y son gradualmente reemplazadas por células cornificadas sin núcleo. El principio del estro ocurre cuando el frotis presenta 75% de células nucleadas y 25% de células cornificadas. Eventualmente, las células cornificadas son las únicas presentes. El metaestro y el diestro se caracterizan por la aparición de un gran número de leucocitos y la desaparición de las células cornificadas (Hafez, 1970). 


El útero también presenta cambios cíclicos, dependientes de esteroides, tanto en su estructura como en su función. Durante cada ciclo, el útero inicialmente se prepara para recibir y transportar el espermatozoide del cervix al oviducto, y subsecuentemente se prepara para recibir los embriones del oviducto. El útero está compuesto por dos capas: miometrio y endometrio. El miometrio es la porción muscular de la pared uterina. Consiste de dos capas de músculo liso: una capa gruesa interna que es circular y una capa más delgada externa que es longitudinal. Entre ambas capas se encuentra una capa de tejido conectivo que contiene nervios, vasos linfáticos y sanguíneos. El endometrio consiste de una matriz o estroma, sobre la cual se asienta un epitelio columnar simple bajo (epitelio luminal) con extensiones glandulares (epitelio glandular) que penetran el estroma (Hafez, 1970).


Durante el proestro, el endometrio está bajo la influencia de los estrógenos producidos por los folículos ováricos (fase folicular), su vascularización se incrementa, el epitelio se convierte en un epitelio columnar bajo y las glándulas presentan cierto crecimiento. La actividad proliferativa del epitelio da lugar a un gran incremento en el área superficial; la proliferación principal es del epitelio luminal. Las células epiteliales secretan un fluido de constitución líquida que contiene algunas proteínas, principalmente enzimas proteolíticas. En esta etapa aumenta la contractibilidad y excitabilidad del endometrio. Durante el estro y el metaestro (fase lútea) las estructuras del endometrio están controladas por la progesterona producida por el cuerpo lúteo: el endometrio se expande, el epitelio luminal se convierte a uno de tipo columnar alto y las glándulas crecen hasta su máximo tamaño, las glándulas ahora son activamente secretoras; secretan un fluido rico en glicoproteínas, azúcares y aminoácidos. Las células del estroma se hacen más largas y más hinchadas. La progesterona actúa sobre el miometrio causando el crecimiento de las células y, en contraste con los estrógenos, disminuye la excitabilidad de la musculatura uterina. Al final de la fase lútea, durante el diestro, el epitelio secretor se colapsa, el endometrio se reabsorbe y es reemplazado por una pequeña capa de estroma cubierta con tejido epitelial lista para entrar a un nuevo ciclo (Hafez, 1970).


3.1.2 Proliferación celular del útero durante el ciclo estral


.

Para determinar la etapa del ciclo en la cual proliferan cada uno de los epitelios uterinos se lleva a cabo la incorporación de 5-bromo-2'-deoxi-uridina (BrdU) al ADN de las células que se encuentran en la fase S del ciclo celular. La BrdU incorporada se detecta por medio de un anticuerpo acoplado a rodamina. En la etapa de estro son pocos los núcleos positivos en ambos epitelios, lo que indica que en esta etapa ambos epitelios presentan su mínima actividad proliferativa. En cambio, el estroma presenta una alta actividad proliferativa en esta etapa del ciclo estral. 

Los estudios realizados en el laboratorio donde se lleva a cabo esta investigación, reportan que la máxima proliferación de ambos epitelios (luminal y glandular) ocurre durante los días del metaestro y diestro, mientras que en el proestro únicamente prolifera el epitelio luminal y en el día del estro solo se observa proliferación en las células del estroma. Figura 3. (Mendoza- Rodríguez et al, 2003).
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Figura 3. Cuantificación  de proliferación en epitelio luminal y glandular del útero de rata por cada día del ciclo. M, metaestro; D, diestro; P, proestro; E, estro.

3.1.3 Muerte celular del útero durante el ciclo estral

La apoptosis o muerte celular programada es la forma más común de muerte en células eucariotas y está involucrada en la muerte coordinada de células somáticas que se encuentran en exceso, que son peligrosas o que se encuentran dañadas. Es un mecanismo fisiológico de suicidio que modula la homeostasis en distintos tejidos. La muerte celular ocurre a lo largo de la vida de los organismos multicelulares y está estrictamente regulada. Es controlada por diversas señales intra y extracelulares, la cual se encuentra involucrada en la muerte coordinada de células somáticas que se encuentran en exceso, que son peligrosas o que se encuentran dañadas (Zórnig et al., 2001). Se ha demostrado que el útero de diversos mamíferos, incluyendo el humano, presenta muerte celular por apoptosis (Sandow et al., 1979; Pollard et al., 1987; Spornitz et al., 1994; Spencer et al., 1996).  

En nuestro laboratorio se han estudiado los patrones de muerte de los epitelios uterinos durante el ciclo estral. Se encontró que el mayor índice apoptótico del epitelio luminal y glandular se presenta en la etapa del estro y es menor en el metaestro siendo casi nulo en el diestro y proestro (Mendoza-Rodríguez et al., 2002). Figura 4.
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Figura 4.  Índice apoptótico de los epitelios uterinos de la rata. Se muestran los índices apoptóticos de los epitelios luminal y glandular de la rata a las 13:00 horas de las diferentes etapas del ciclo estral. El mayor índice apoptótico se tiene en el día del estro (Mendoza-Rodríguez et al, 2002).

3.2  GENERALIDADES DEL BISFENOL A (BPA).


Los disruptores endócrinos, son sustancias químicas, naturales o artificiales, exógenas al organismo que tienen la capacidad de alterar la homeostasis del sistema endocrino-reproductivo del cuerpo humano y de los animales. Estos compuestos mimetizan la acción de hormonas naturales, como el estradiol, en tejidos hormona dependientes y hormona sensibles, siendo dichos compuestos disruptores endócrinos responsables de varias anormalidades reproductivas.


Varios investigadores tienen la hipótesis de que la exposición inadvertida y a largo plazo a estos disruptores durante periodos críticos para el desarrollo y cercanos a la etapa postnatal o in útero, podría afectar el crecimiento y la salud reproductiva de los seres vivos (Nava et al., 2008). Es de gran interés el estudio del BPA debido a su acción como disruptor endócrino y su elevado potencial para la exposición humana. 
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Figura 5. Bisfenol A (BPA).

El 2,2-(4,4’-dihidroxifenil)propano, 2,2’-bis(4-hidroxifenil)propano  comúnmente nombrado Bisfenol A es un monómero formado por dos anillos fenólicos insaturados (Figura 5). Fue sintetizado inicialmente como un estrógeno y actualmente es empleado en la manufactura de policarbonato, plásticos y resinas epóxicas, así como en los recubrimientos internos de las latas de alimentos y bebidas, siendo uno de los compuestos estrogénicos industriales frecuentemente usados, y que ha sido detectado en víveres consumidos por humanos y animales (Vom Saal et al. 1998), por lo cual es uno de los primeros candidatos para evaluar la disrupción endócrina. En la tabla 1 se observan algunos de los posibles efectos que los disruptores endócrinos causan sobre la salud de los seres humanos. 

Mas específicamente el BPA, es utilizado en la producción de epóxidos, poliestireno, resinas de policarbonato las cuales son empleadas en la elaboración de curaciones dentales, biberones, recubrimientos internos de latas para alimentos, botellas para bebidas y empaques alimentarios en general, de los cuales el BPA ha demostrado tener la capacidad de migrar desde el polímero hacia el alimento contenido (Yamamoto et al. 1999). Dicha capacidad de migración aumenta con la exposición a altas temperaturas o con el uso constante del producto (Yamamoto et al. 1999; Yoshida et al., 2001; Takao et al., 2002).  Se ha comprobado la migración de BPA desde el polímero hasta el alimento con métodos como HPLC, detección UV, cromatografía de gases – espectrometría de masas (CG-SM) así como cromatografía de líquidos – espectrometría de masas (CL-SM). Con dichas técnicas se observó que al evaluar la migración del BPA en agua, vinagre y aceite de oliva, por 10 días a 40ºC este es mayor en aceite de oliva. Sin embargo en todos los casos los valores han sido menores a los establecidos como migración limite de BPA en la Unión Europea (López-Cervantes et al., 2003). 

Debido a un aumento en el uso de productos elaborados con resinas epóxicas y de policarbonato, se ha incrementado la exposición humana al BPA. El ambiente (acuático, aire y suelo) puede ser una fuente de exposición al BPA, pero la principal vía de contacto humana son los alimentos. (López-Cervantes et al., 2003).

Tabla 1. Efectos que producen los disruptores endócrinos en la salud humana (www.scielo.org.ar/scielo,2005).

		Mujeres

		Hijas

		Hijos

		Hombres



		Cáncer de mama

		Pubertad precoz

		Criptorquidia (no descenso testicular)

		Cáncer de testículos y próstata



		Endometriosis

		Cáncer vaginal

		Hipospadias

		Reducción del recuento espermático



		Muerte embrionaria y fetal

		Mayor incidencia de cánceres

		Reducción del recuento espermático

		Reducción de la calidad del esperma



		Malformaciones en la descendencia

		Deformaciones en órganos reproductores

		Disminución del nivel de testosterona

		Disminución del nivel de testosterona



		

		Problemas en el desarrollo del sistema nervioso central

		Problemas en el desarrollo del SNC

		Modificación de la concentración de hormonas tiroideas



		

		Bajo Peso al nacer

		Bajo peso al nacer

		



		

		Hiperactividad


Disminución del coeficiente intelectual.

		Hiperactividad


Disminución del coeficiente intelectual.

		





Estudios recientes han demostrado que la administración oral de BPA (10 mg/kg) resulta en la conversión de BPA en monoglucurónido conjugado, principal metabolito urinario del compuesto (Pottenger et al 2000). En enero de 2007 la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria EFSA realizó una evaluación de riesgos del BPA y publicó una IDA (ingesta diaria admisible) de 0,05 mg/Kg de peso corporal (EFSA 2007).


Con base en diversos estudios se ha propuesto que la ingesta diaria humana del Bisfenol A es menor a 1 microgramo /kg de peso corporal, siendo el BPA un disruptor endócrino, estas dosis pueden representar efectos adversos para la población humana, especialmente en fetos, por lo que este compuesto debe ser estudiado cuidadosamente, (Kang et al., 2006).


La actividad estrogénica del BPA fue descubierta accidentalmente por el equipo de Krishnan (Krishnan et al., 1993). Encontraron que después de esterilizar en autoclave agua en frascos de policarbonato, aumentó la tasa de proliferación de células MCF-7 de cáncer de mama, debido a la migración del BPA desde el frasco hasta el agua (Kang et al., 2006).


El policarbonato ha tenido gran demanda en la manufactura de empaques alimentarios y botellas de plástico, ya que es un material que ofrece alta resistencia a temperaturas entre -40ºC y 145ºC, y a distintos ácidos y aceites, (Staples et al., 1998).


Se ha demostrado que la presencia permanente de compuestos como el BPA en el ambiente a dosis variables y en contacto con el organismo, altera el desarrollo y la fisiología normal en una gran variedad de seres vivos incluyendo al ser humano (Nava et al., 2008).  


3.2.1 Contaminación de medios acuosos con BPA 

La solubilidad del BPA en agua va de 120 hasta 300 microgramos/mL, (Dorn et al., 1987; Staples et al., 1998). El BPA se puede encontrar en aguas residuales de industrias que lo emplean ya que no es completamente eliminado durante el tratamiento de las aguas de deshecho. Estas aguas son una fuente de contaminación del medio acuático (Staples et al., 1998; Fürhacer et al., 2000; Körner et al., 200). El BPA en agua de ríos puede ser degradado bajo condiciones aeróbicas, (Dorn et al., 1987; Ike et al., 2000; Klecka et al., 2001; Fromme et al., 2002), pero no bajo condiciones de anaerobiosis (Kang and Kondo, 2002). Recientemente Kang y Kondo demostraron que Pseudomonas sp. y Pseudomonas ptida, son capaces de biodegradar el BPA (cercana de un 90%).



Un estudio reciente reportó que los niveles de BPA en pescado varían de 2 a 75 ng/g peso seco en el hígado y de 1 a 11ng/g peso seco en el músculo. El BPA también se detectó en pescados (1-6 ng/g peso seco) que vivieron en aguas donde no se encontró BPA en el agua (Belfroid et al., 2002).



El BPA puede permanecer mas tiempo sin degradarse (casi 30 días) en agua de mar en comparación con agua de río, y la posibilidad de que los organismos marinos se contaminen con BPA es mucho mas alta que en organismos de ríos (Ying y Kookana, 2003; Kang y Kondo, 2005).

3.2.2 Contaminación de suelos y aire con BPA 

El potencial de trasporte del BPA al aire es mucho menor (<0.0001%) con respecto al del agua (aproximado a 30%) o al suelo (68% aprox.)(Staples et al., 1998). Recientemente se ha reportado que la posibilidad de inhalar altas concentraciones de BPA en el aire es muy baja. Sin embargo los obreros de compañías que fabrican productos con base de BPA son una excepción (Rudel et al., 2001).


El BPA puede ser absorbido desde la superficie de aguas por suelo y sedimentos, siendo mayores los niveles de BPA en sedimentos que en aguas. (Bolz et al., 2001; Heemken et al., 2001; Fromme et al., 2002). La contaminación de suelos con BPA posiblemente se relaciona con los deshechos humanos, domésticos e  industriales (Kawahata et al., 2004).

3.2.3 Ingesta de alimentos contaminados con BPA 

La contaminación de alimentos es causada por la migración de BPA desde los empaques hacia el alimento. Resinas epóxicas producidas con BPA se utilizan como lacas para tapas de metal; estas superficies están en contacto con los alimentos y bebidas. Los plásticos de policarbonato son utilizados también como botellas, biberones y contenedores para alimentos y bebidas (Kang et al., 2006). 

Con el tiempo, el calor o el simple uso, las uniones éster del polímero son degradadas liberando monómeros de BPA, los cuales son liberados a los alimentos, bebidas y medio ambiente. Debido a esto, la población en general esta inevitablemente expuesta al BPA, el cual es ingerido en dosis bajas en los alimentos enlatados y en los contenidos de las botellas y contenedores de plástico (Nava et al., 2008).  

Basheer y colaboradores (2004) reportaron que la concentración de BPA encontrada en mariscos (langostinos, cangrejos, almejas, calamares y pescado) de un supermercado en Singapur fue entre 13.3 y 213.1 ng/g en base húmeda. Por lo tanto el medio acuático, la ingesta de peces de agua dulce o mariscos contaminados con BPA puede ser la principal vía de contaminación para los seres humanos.


En Japón, el equipo de Imanaka ha detectado residuos de BPA en muestras de alimentos en lata, como carne de res en conserva, pollo, maíz y  frijol en los niveles de 17-602 ng/g, 212 ng/g, 2.3-75 ng/g y 3.5-26 ng/g, respectivamente. Entre alimentos frescos, BPA ha sido detectado en muestras de pescado y de hígado en niveles desde trazas hasta 6.2 ng/g y 2.2 ng/g, respectivamente. En verduras, frutas y chocolates, se han detectado trazas de BPA (Imanaka et al., 2001).

3.2.4 Empaques alimentarios como fuente de BPA y su migración al ser humano.

 Los principales factores que influyen en la migración del BPA desde las superficies del empaque a los alimentos son tiempo y temperatura utilizados en el proceso de fabricación, así como si el producto terminado se debe calentar para su consumo (Kawamura et al., 1999,2001; Munguía-López y Soto Valdéz 2001; Munguía-López et al., 2005; Takao et al., 2002; Goodson et al., 2002; Kang et al., 2003).


3.2.4.1 Contaminación a partir de productos enlatados 

Se ha reportado que el BPA es liberado del recubrimiento interno de la lata al alimento o bebida al ser sometido a esterilización comercial y consumido por el ser humano (Brotons et al., 1995). El BPA ha sido detectado en alimentos enlatados como vegetales, bebidas, pescado, fórmulas infantiles y productos cárnicos. Ver tabla 2.

En latas sometidas a tratamiento térmico de 121 ºC, el nivel de migración de BPA (0.000006 mg/ml) después de 60 minutos de calentamiento, fue similar al observado después de 15 y 30 minutos a la misma temperatura (Kang et al.,2003).


La migración de BPA también puede verse afectada por el tiempo de vida de anaquel acumulándose en el alimento (Munguía-López y Soto-Valdéz, 2001; Yoshida et al.,2001; Munguía-López et al.,2002,2005).


Yoshida y colaboradores (2001) reportaron que la concentración de BPA en la porción sólida de vegetales en lata es mucho mayor que en la porción acuosa.


La migración del BPA desde los recubrimientos de las latas hacia el alimento, puede ser distinto entre industrias manufactureras, diferentes métodos de manufactura, y diferentes tipos de materias primas para la elaboración de los distintos recubrimientos (Horie et al., 1999; Kawamura et al., 2001; Takao et al., 2002). 


Alimentos con alto contenido de cloruro de sodio o aceites vegetales pueden favorecer la migración del BPA durante el tratamiento térmico (López-Cervantes y Paseiro-Lozada, 2003). Por lo tanto para reducir la migración de BPA desde el recubrimiento de latas, los tiempos de calentamiento y las temperaturas necesitan ser reexaminadas muy cuidadosamente.


Tabla 2. Niveles De BPA En Alimentos Enlatados, Reportados Por Varios Investigadores (Kang et al.,2006).

		ALIMENTO EN LATA

		NO. DE MUESTRAS

		CONCENTRACIÓN DE BPA

(MEDIDA Y RANGO) (ng/g)

		REFERENCIA



		

		8

		130 (17–602)

		Imanaka et al. (2001)



		Cárnicos

		5

		110 (17–380)

		Goodson et al. (2002)



		

		6

		21 (<20–98)

		Thomson and Grounds (2005)



		

		10

		22 (ND hasta 43)

		Goodson et al. (2002)



		Pescado

		8

		23 (<20–109)

		Thomson and Grounds (2005)



		

		9

		30 (<5–102)

		Munguía-López et al. (2005)



		

		14

		25 (2–75)

		Imanaka et al. (2001)



		

		9

		42 (ND hasta 95b)

		Yoshida et al. (2001)



		Frutas y vegetales

		10

		25 (9–48)

		Goodson et al. (2002)



		

		10

		20 (ND hasta 76)

		Brotons et al. (1995)



		

		33

		6 (<10–24)

		Thomson and Grounds (2005)



		

		11

		<1 (ND hasta <7c)

		Goodson et al. (2002)



		Bebidas

		80

		18 (ND hasta 212)

		Horie et al. (1999)



		

		4

		<10

		Thomson and Grounds (2005)



		Fórmulas infantiles

		3

		31 (21–43)

		Kang and Kondo (2003)



		

		14

		5 (0.1–13a)

		Biles et al. (1997a)



		a niveles indetectables calculados como cero. ND, no detectables. 


b niveles de BPA en porción sólida; niveles para todas las muestras en porción acuosa  inferiores al limite de detección (<5 ng/g). 

c <7, concentraciones de BPA detectables pero no cuantificables. ﻿





3.2.4.2 Contaminación con BPA a partir de productos plásticos

Los niveles de migración de BPA de contenedores de policarbonato usados son más altos en comparación con los de contenedores nuevos debido a la degradación del polímero. El carbonato es estable, pero puede llegar a hidrolizarse en agua caliente o a un pH alcalino. Por lo tanto, el BPA puede migrar del plástico después de que ha sido lavado y esterilizado en soluciones alcalinas o en agua caliente. A mayor uso de los contenedores de policarbonato mayor será la posibilidad de migración del BPA (Kang et al., 2006).


 Las migraciones de BPA de biberones de policarbonato fueron investigadas bajo condiciones severas (por ejemplo, en temperaturas altas por espacios de tiempo prolongados) simulando la migración en el peor de los casos según las recomendaciones de la FDA para artículos de uso repetido que están en contacto con el alimento. La migración de BPA en una superficie de botella de policarbonato de 6 cm × 4 cm fue encontrado en niveles de  1,0 µg/cm2 en agua y  5,9 µg/cm2 para 50% de etanol  después de calentar a 65 °C durante 10 días (Cao et al., 2008). 


En botellas y contenedores de policarbonato reutilizables, el llenado con agua caliente o calentando en horno de microondas a temperaturas altas aumentará el nivel de la migración de BPA (Cao et al., 2008).

3.2.5 Cambios Fisiopatológícos causados por BPA en el organismo


Generalmente se piensa que los disruptores endocrinos ambientales son menos potentes que sus contrapartes naturales (hormonas endógenas), y que, por lo tanto, no tienen la capacidad de causar efectos adversos a la salud. Sin embargo, se ha demostrado que los disruptores endocrinos ambientales son capaces de producir múltiples efectos, que varían dependiendo de la dosis (Nava et al., 2008).

El BPA puede ser liberado en el ambiente durante diversos procesos industriales, por lo cual a causa del uso esparcido de este disruptor endócrino, el potencial para la exposición humana es alto. Estudios toxicológicos en animales de laboratorio sugieren que esa exposición a BPA es asociada con anomalías morfológicas, funcionales y de conducta relacionada a la reproducción. La exposición de fetos de roedor a dosis bajas de BPA de 20 –400 µg/kg/día produce los efectos estrogénicos postnatales. En machos, la producción diaria de esperma se reduce y aumenta el peso de la próstata, y en la hembra, el desarrollo del tejido reproductivo se ve modificado, la interrupción de la diferenciación sexual en el cerebro, los cambios a largo plazo en la vagina, en el crecimiento y la pubertad se aceleran (Howdeshell et al. 1999; Kubo et al. 2003; Markey et al. 2001; Nagel et al. 1997; Schönfelder et al. 2002; Vom Saal et al. 1998; Welshons et al. 1998; White et al. 1994).

Ante el hecho de que los seres humanos estamos expuestos al BPA, se han practicado análisis de orina para identificar el compuesto (Matsumoto et al., 2003; Yang et al., 2003; Calafat et al., 2005; Kawaguchi et al., 2005; Liu et al., 2005; Ye et al., 2005). Calafat y colaboradores (2005) reportó haber detectado BPA (>0.1 ng/ml) en el 95% de las muestras de orina reunidas de 394 adultos estadounidenses con diferentes edades, lugares de residencia  y sexo. Muchos estudios sugieren que los altos niveles de BPA en orina pueden ser posiblemente correlacionados con el consumo de alimentos enlatados (Inoue et al., 2003; Matsumoto et al., 2003; Yang et al., 2003).

El BPA se absorbe a través del intestino delgado y penetra en la circulación entero hepática prolongando así su presencia en el metabolismo (Oishi et al., 2008).


En ratones tratados con BPA por vía oral, en dosis comparables con los niveles de exposición ambiental (0.02–0.1 mg/kg/día), se observó que el BPA es un poderoso disruptor de meiosis, el proceso de la división de células productoras de esperma u óvulos, llevando a aneuploidía (Hunt et Al. 2003). Aneuploidia (un error en la división celular) durante meiosis es considerada la causa más común conocida del retraso mental así como la causa genética de infertilidad en humanos (Hassold y Hunt 2001).

La Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha establecido un máximo aceptable o dosis de referencia (DRf) de BPA de 0.05mg/kg de peso corporal/día (EPA, 1998). La comisión europea de Comités Científicos calculó, en el 2002, que la ingesta diaria de BPA es cercana a 0.0016 mg/kg peso corporal/día en infantes, de 0.0012 mg/kg peso corporal/día en niños de 4-6 años y de 0.0004 mg/kg peso corporal/día en adultos (EC 2002). Por otra parte, la Sociedad de la Industria del Plástico de USA, calculó en ese mismo año, el uso de 50 mg/kg/día como el nivel de dosis sin efecto observable (NOEL), y la dosis sin efecto adverso observable en la reproducción ni toxicidad en la progenie, fue recientemente identificada como 50 mg/kg/día de BPA (Tyl et al. 2002). Actualmente, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria EFSA publicó una IDA (ingesta diaria admisible) de 0,05 mg/Kg de peso corporal (EFSA 2007).


Muchos estudios sugieren que la absorción y distribución del BPA en órganos maternos y fetales es extremadamente rápida y que el BPA puede fácilmente pasar a través de la placenta después de una administración oral a ratas gestantes (Miyakoda et al., 1999, 2000; Takahashi y Oishi, 2000). 


El BPA es glucuronidado por la UDP-Glucuronosiltransferasa (UGT) en el hígado. El glucurónido del BPA es el metabolito principal en la orina, mientras que el BPA libre es el principal componente en heces. A pesar de las diferentes rutas de administración, la dosis suministrada y el modelo experimental, el BPA libre se excreta en heces en un rango de 56 -82% y sus metabolitos en orina se encuentran en un rango de 13-28% (Knaak y Sullivan, 1996; Yokota et al., 1999; Pottenger et al., 2000; Snyder et al., 2000; Kang et al.,2006). Mas del 99% del BPA libre y sus metabolitos son excretados en heces y orina, mientras que menos del 1% es retenido en tejido, según estudios del metabolismo del BPA (Kamrin, 2004).


En el hígado, la actividad de UGT tiene una importante función para la eliminación de BPA. La UGT en el hígado fetal humano esta presente en una concentración cinco veces menor en comparación con el de los adultos (Capiello et al., 2000). Por lo tanto un feto puede correr mayor riesgo a efectos adversos causados por BPA que un adulto.


Oishi y colaboradores han evaluado si microorganismos probióticos como Bifidobacterium brevis, cepa Yakult (BbY) y Lactobacillus Cassei Shirota (LcS) podrían ejercer un efecto protector contra la exposición dietética al BPA, suministrando  BPA vía oral en concentraciones de 0.1mg, 0.25mg y 0.5mg por rata, detectando BPA en heces, encontrando que ambos probióticos reducen la absorción intestinal del BPA facilitando su excreción en heces de ratas y reduciendo el riesgo de alteraciones causadas por disruptores endócrinos.

3.2.5.1 EFECTOS DEL BPA EN SISTEMA REPRODUCTIVO

Estudios con ratas gestantes han demostrado que el BPA se transmite rápidamente de la madre al feto, activando los receptores a estrógenos (Kim et al., 2002). Varios autores afirman que la exposición prolongada e inadvertida de este compuesto durante periodos críticos del desarrollo puede afectar la salud reproductiva y general de los seres vivos (Nava et al., 2008). 
Efectivamente, se ha observado, en ratas expuestas perinatalmente al BPA, irregularidades del ciclo estral así como en tejido reproductivo (Papaconstantinou et al., 2000; Rubin et al., 2001; Kato et al, 2002). Más aún, se ha reportado que estos disruptores endócrinos se han relacionado con el incremento en la frecuencia de distintos tipos de cáncer, entre ellos el de sistemas reproductivos (Nava et al., 2008). Actualmente, no se cuenta con las estrategias adecuadas para evaluar el riesgo que representan a la salud reproductiva estos compuestos presentes en alimentos y bebidas consumidos en nuestro país, ya que no se evalúan los efectos que tienen estas sustancias a dosis relativamente bajas (Nava et al., 2008).  Por lo tanto, es necesario evaluar el efecto que tienen bajas dosis de BPA sobre el organismo siendo necesaria la evaluación de dichos efectos a nivel molecular.



La exposición a compuestos estrogénicos durante periodos críticos del crecimiento fetal podría resultar en efectos adversos para el desarrollo de los órganos reproductivos. Estudios in vitro han demostrado que el BPA compite con el estradiol (E2) uniéndose a los receptores a estrógeno alfa (ERα)  (Schönfelder et al. 2004), e induce la expresión del receptor a progesterona (PR) (Krishnan et al., 1993; Soto et al., 1995). Sin embargo, la capacidad de estas sustancias como el BPA para inducir las rutas metabólicas relacionadas a la secreción de hormonas asociadas con mecanismos endocrino-disruptivos en gran parte no han sido determinadas. (Wozniak et al., 2005).


Por otra parte la exposición perinatal a compuestos estrogénicos exógenos, como el BPA, puede producir efectos irreversibles (Newbold RR et al., 1995; Bern et al., 1992). Estos efectos irreversibles han sido evaluados en ratas de cepa Sprague-Dawley, y se han observado alteraciones permanentes en el ciclo estral en hembras expuestas al BPA en la etapa perinatal, lo cual podría ser causa de una fertilidad limitada y una disminución en el proceso reproductivo (Rubin et al., 2001).   Kato y colaboradores reportaron en el 2002 que después de suministrar 1mg BPA/cría de rata Sprague-Dawley, vía subcutánea, durante el periodo neonatal hasta el día post natal (PND) 9, encontraron anormalidades en órganos reproductivos de hembras como apertura vaginal temprana, irregularidad del ciclo estral, disminución en el área ocupada por el cuerpo lúteo en el ovario y múltiples folículos quísticos en el ovario (Kato et al., 2002).  

La etapa y periodo de exposición a BPA, son muy importantes, ya que se ha observado que una exposición limitada de animales adultos puede producir efectos reversibles. Sin embargo, la exposición perinatal a estos compuestos estrogénicos produce efectos irreversibles (Nava et al., 2008).

Existen reportes de distintos estudios realizados a diferentes dosis, tiempos y en diferentes cepas de roedores, algunos de los cuales son resumidos  en la Tabla 3 (Nava et al., 2008).

Tabla 3.Efectos reportados por la administración de BPA en modelos murinos. (Nava et al., 2008).

		Cepa

		Periodo y Etapa de Exposición

		Ruta de admón.

		Rango de Dosis

		Dosis mínima positiva

		Referencia

		Efectos 

reportados 



		C57BL/6

		Hembras de 4 semanas y 6 a 8 meses de edad.

		V.O. S.G.

		20, 40 y 100 ng/g de peso corporal por vía oral

		20 ng/g

		Hunt, et al, 2003

		Incremento en disturbios meióticos, incluyendo aneuploidias e incremento en los niveles de no-disyunción.



		F344 y SD

		Hembras de 7–8 sem. de edad OVEX.

		V.I.P.

Implan-tes de SILAS-TIC.

		18.75, 37.5, 50, 75, 150 y 200 mg/Kg de BPA.

		37.5 mg/Kg

		Steinmetz, et al, 1998

		Incremento en niveles del mRNA c-fos aprox. 7 a 9 veces los normales a 2 hrs. Incremento del grosor del epitelio vaginal y luminal, y estimula queratinización.



		Alpk:AP rata

		PND 21–22 con peso entre 38–48 g,

		V.O. y SC



		Estudio 1. 400 y 600 mg/Kg


Estudios 2 y 3. 800 mg/Kg

		600 mg/Kg

		Ashby and Tinwell, 1998

		Apertura vaginal prematura e incremento de peso en útero.



		CF – 1 ratón

		GD 11 – 17

		V.O. S.G.

		2.4 (g/g

		2.4 (g/g

		Howdeshell et al, 1999

		Incremento del peso corporal, disminución del tiempo entre la apertura vaginal y el primer estro.



		SD

		Ratas de 2-3 meses de edad.


GD 6–PND 21

		V.O disuelto en el agua

		0.1 mg/Kg y 1.2 mg/Kg

		0.1 mg/Kg

		Rubin et al, 2001

		Incremento del peso corporal. Alteración en patrones del ciclo estral. Bajos niveles de LH en plasma. El incremento de peso se mantuvo por más tiempo en la dosis baja.



		SD

		GD 6 - 21

		V.O. S.G

		0.1 y 50 mg/Kg por  día de BPA

		0.1 mg/Kg

		Schönfelder et al, 2002

		No queratinización de superficie epitelial a dosis baja, en dosis alta el efecto es similar pero menos pronunciada.


Falta de expresión de la variante de 64kDa de ER( durante el estro a dosis baja. Falta de expresión de ER( en vagina durante el estro a dosis alta



		C57BL/6 ratón

		Fetos de 18.5 dias de gestacion

		Pellets

		20 (g/Kg de peso corporal/ día

		20 (g/Kg

		Susiarjo, et al, 2007

		Incremento en anormalidades sinápticas, incremento de asociaciones terminales (end to end) y aumento en la frecuencia de recombinación.



		CD – 1 ratón

		Hembras de 8 semanas de edad.


GD9 – PND4

		Pumps (ILP)

		25 y 250 ng BPA/Kg.

		25 ng/Kg.

		Markey et al, 2005

		Incremento del área total del árbol ductal y del número de conductos terminales, extremos terminales y brotes alveolares.


Incremento significativo del numero de células epiteliales que expresan PR





Abreviaturas: CD (Cesarea derivadas de ratas SD), SD (Sprague- Dawley) GD (día gestacional) PND (día post natal),V.O. (Vía oral), V.I.P (Vía Intra peritoneal), V.S.C. (Vía Sub cutánea), S.G. (sonda gástrica), ILP (implantes osmóticos de liberación prolongada). 

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que tiene el BPA, suministrado a bajas dosis por vía oral, durante la etapa perinatal sobre el tejido reproductivo de ratas.


5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar efecto  que  ejerce el BPA,  suministrado a bajas dosis por vía 
oral durante la etapa perinatal, en el incremento de la masa corporal.


2. Analizar los efectos que el tratamiento perinatal con BPA tiene sobre la 
regularidad del ciclo estral, por medio del estudio de los cambios 
morfológicos en las células del epitelio vaginal.

3. Determinar los efectos biológicos causados en útero de la progenie de 
ratas expuestas al BPA vía oral durante el periodo de gestación y 
lactancia.

4. Evaluar a nivel molecular el proceso de muerte celular del tejido 
uterino, después del tratamiento con bajas concentraciones de BPA 
vía oral  in útero y lactancia de ratas.

6. HIPÓTESIS

Los efectos a largo plazo que producen los estrógenos sintéticos, como el BPA, suministrados a dosis bajas durante largos periodos de exposición al compuesto, pueden detectarse a nivel citológico en el útero con técnicas de TUNEL ya que estas representan una estrategia metodológica adecuada para analizar científicamente la relación entre disruptor endócrino en estudio y la muerte celular del útero de ratas.

Se espera que el BPA como disruptor endócrino ejerza efectos anormales tanto en el ciclo estral como en la citología del útero de las ratas que recibieron el tratamiento en etapa perinatal, además de incrementar su masa corporal. 
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