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"Porque la ciencia es un cuadripedo que camina sobre las cuatro
siguientes patas:

la pata del empirismo, hecha de datos de experimentacion u
observacion;

la pata de la racionalidad, hecha de teorias l6gicamente constituidas;

la pata de la verificacion, siempre necesaria;

la pata de la imaginacion, puesto que las grandes teorias son producidas
por una potente imaginacion creadora.

Asi, la ciencia es compleja, se produce por un movimiento cuadripedo
gue le impide paralizarse."

Edgar Morin.
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Resumen

Diversos estudios han demostrado los efectos adversos que presenta el disruptor
endocrino bisfenol A (BPA) sobre la salud, por lo que el sector industrial ha
propuesto utilizar polimeros constituidos a base de Bisfenol S (BPS) como
alternativa segura para la elaboracidon de envases de plastico, recubrimientos
térmicos, resinas, etc. Ya que los polimeros de este compuesto son mas estables
en condiciones de alta temperatura y a periodos largos de exposicion solar en
comparacion con los polimeros elaborados a partir de BPA. En este estudio se
analizaron diferentes variables de los animales en estudio para monitorear e
identificar los posibles efectos adversos inherentes al BPS que actuan sobre el
organismo, especificamente en la homeostasis del sistema reproductor femenino
en ratas de la cepa Wistar.

En la practica experimental se administr6 BPS en dos diferentes dosis a ratas de
la cepa Wistar a partir del 6° dia de gestacion y se interrumpioé la administracion de
la dosis hasta el dia 21 posparto. Después de parir, a las ratas Wistar madre (FO)
se les monitored el peso y se observd que no existen diferencias significativas
entre los animales que recibieron el tratamiento en comparacion con el control.

De las crias que se obtuvieron, a éstas se les monitore6 el peso y se midio la
distancia anogenital. En ambos sexos, la distancia anogenital disminuyd de
manera significativa en los grupos tratados a una dosis alta de BPS (20
mg/Kg/dia). También se hall6 que el peso disminuyd significativamente en las
crias macho para ambas dosis de BPS.

El grado de muerte celular del epitelio luminal y glandular se evalu6 en las crias
hembras en el estadio del estro de su ciclo estral, revelando que no existen
diferencias significativas entre los animales expuestos con BPS con respecto al
control.

Los resultados experimentales obtenidos indican que el BPS actua como un
disruptor endocrino debido a que este compuesto es capaz de alterar la
homeostasis de los sujetos en estudio. Este compuesto fue capaz de interactuar
con el feto por via uterina durante el periodo de gestacion y por leche materna
durante la lactancia, alterando asi el adecuado desarrollo fisiolégico de cada
individuo en estudio. Los resultados sugieren que la exposicién a este compuesto
no modifica el patrén apoptético del epitelio luminal y glandular en el estadio del
estro.



Introduccidén

El bisfenol s (BPS) es un compuesto de naturaleza organica, el cual es empleado
en la industria como una alternativa segura para la elaboracion de diversos
empaques para el almacenamiento de diferentes productos alimenticios.
Anteriormente se empleaba con mayor frecuencia el analogo a este compuesto, el
bisfenol a (BPA). EI BPA es un disruptor endocrino ampliamente estudiado debido
a que este ha demostrado que la exposicion al humano funge como factor de
riesgo para predisponer al individuo a enfermedades tales como ovario
poliquistico, infertilidad, cromosomas fetales anormales, feminizacion del feto,
alteraciones inmunolégicas y del desarrollo fisioldgico (Mollo y Montafio , 2013).

Las investigaciones respecto a los efectos del BPS sobre la homeostasis en seres
humanos se encuentran limitadas hoy en dia, ya que muy pocos paises han
modificado sus politicas para prohibir el uso de BPA dentro del sector industrial.
Cao-Xu vy colaboradores (2019) demostraron la existencia de BPS en productos
alimenticios procesados, mientras que la investigacion de Russo vy otros (2017),
asi como también de Simoneau y colaboradores (2011), hallaron en biberones la
presencia de BPS. Estos estudios sugieren que las concentraciones de BPS
comienzan a aparecer en los productos alimenticios que consume el humano, por
lo que la exposicidn crénica de este compuesto podria llegar a ser la causa del
padecimiento de diferentes enfermedades.

Se ha evidenciado la presencia de BPS en leche materna en diferentes
poblaciones humanas (Deceuninck et al., 2015; Niu et al., 2017; Dualde et al.,
2019), por lo cual se ha demostrado que diferentes seres vivos, asi como el propio
ser humano, se encuentran expuestos desde etapas tempranas del desarrollo al
disruptor endocrino BPS. Ademas, Huang y colaboradores (2019) atribuyen al
BPS ser el causante de nacimientos prematuros que padecieron madres
expuestas a este disruptor endocrino.

El BPS, al ser analogo del BPA, es considerado como un disruptor endocrino en el
humano. Los disruptores enddcrinos son sustancias quimicas de origen natural o
sintético, exdgenas al organismo las cuales tienen la capacidad de alterar la
homeostasis de los sistemas enddcrino y reproductivo, ya que estas sustancias
son capaces de mimetizar la accién de las diferentes hormonas endogenas del
individuo, alterando asi la homeostasis de tejidos hormono dependientes vy
hormono sensibles (Nava et al., 2008).

Hoy en dia se ha demostrado que la exposicion de BPA conlleva a efectos
daiinos para la salud. Por tal motivo, la industria ha optado por el uso de
alternativas seguras tales como los polimeros sulfonados. El uso de estos
polimeros ha evidenciado la creciente presencia de BPS en diferentes productos
alimenticios, pinturas y solventes, por lo que es de gran importancia el investigar
los efectos del BPS sobre la salud.



En el presente estudio se evalud el patron apoptético que presentd el epitelio
luminal y glandular en ratas de la cepa Wistar, las cuales fueron expuestas a
diferentes dosis de BPS por parte de la madre (periodo de gestacién y lactancia)

administrada con BPS por via oral.



Antecedentes

Generalidades de los disruptores endocrinos

Los disruptores endocrinos (DE) son definidos como aquellas sustancias
exogenas que pueden actuar como agonistas o antagonistas hormonales, los
cuales son capaces de alterar la sintesis, almacenamiento y metabolismo
hormonal. Ademas estas sustancias tienen la capacidad de actuar en organismos
intactos, asi como en su descendencia. Se han reportado, a lo largo de los afios,
los efectos adversos observados en la salud sexual y reproductiva, los cuales
incluyen: pubertad prematura, ciclo estral alterado, retraso en la ovulacion,
incapacidad de la implantacion del blastocisto al epitelio uterino y malformaciones
fetales (Sweeney, 2002). Los DE son capaces de alterar la programacion durante
el desarrollo en las etapas fetal y postnatal del individuo, incrementando asi la
susceptibilidad a padecer enfermedades especificas en la edad adulta. La
exposicidon materna a diferentes xenobidticos durante el embarazo y la lactancia
tienen como consecuencia las alteraciones fenotipicas en su descendencia.

Los DE son clasificados segun su origen. Ejemplo de ello es si son de origen
natural (fitoestrogenos) o de origen sintético (residuos o productos de degradacién
de pinturas y plasticos). Ademas, los DE son sustancias altamente lipofilicas, lo
que les permite a estas su almacenamiento por periodos prolongados en el tejido
adiposo y son capaces de almacenarse y atravesar la barrera hematoencefalica.
Esta propiedad les permite una distribucion en el organismo del individuo
permitiendo asi llegar a 6rganos blanco. Estos compuestos pueden tener actividad
estrogénica, antiestrogénica o antiandrogénica. Debido a estas diferentes
actividades, estos compuestos son capaces de interactuar y alterar el eje
hipotalamico-hipdfisis-gonada, asi como otros ejes neuroendocrinos tales como el
eje tiroideo, el sistema inmune, etc. (Guzman y Zambrano, 2007)

Disruptores Endocrinos con Actividad Estrogénica

Los estrégenos son hormonas esteroideas que actuan a través de los receptores a
estrégenos (RE) a y B (Locia et al., 2013). Se ha demostrado la existencia de
estos receptores a estrégenos en diferentes tejidos, tales como en el utero,
vagina, glandulas mamarias, hipotalamo, hipdfisis, testiculos, rifidn, entre otros
tejidos que conforman al individuo. La unién del estrogeno y receptor forman un
complejo esteroide-receptor el cual es capaz de arribar e interactuar con el
material genético. La union del complejo a la secuencia diana en el DNA da como
resultado la transcripcion del sitio de reconocimiento y posteriormente en la
sintesis de proteinas o transcritos reguladores de procesos fisioldgicos implicados
en el desarrollo del individuo.

Entre los diferentes DE con actividad estrogénica encontramos a octilfenaol,
bisfenol A, genisteina, daidzeina y dietilestilbestrol (DES), por mencionar algunos.
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Este ultimo compuesto, DES, fue utilizado como medicamento en los afios 50s y
60s para la prevencidon de abortos espontaneos y otras complicaciones del
embarazo. Consecuencia de esto, los nifios nacidos de las madres tratadas por
DES durante el embarazo mostraron anormalidades urogenitales, asi como
también se observaron irregulares menstruales, disminucion de la fertilidad,
adenoma vaginal de células claras, baja calidad de los espermatozoide, quistes
epididimales, etc. (Veurinket al., 2005). Durante el desarrollo del feto se presentan
diferentes etapas tales como la diferenciacion de los tejidos reproductivos. Esta
etapa es crucial, ya que los disruptores endocrinos con actividad estrogénica
tienen la capacidad de interactuar con los receptores a estrégenos alterando asi la
diferenciacién tisular y dando como resultado malformaciones en los genitales
internos (Greco et al, 1993).

Adicionalmente, se ha observado que los fitoestrogenos y otros DE estrogénicos
administrados durante el periodo neonatal y durante la lactancia en ratas actuan
sobre el eje reproductivo y dan como resultado el incremento del peso uterino,
pubertad prematura y ciclo estral alterado. En este ultimo se observa el estadio del
estro persistente y masculinizacién hipotalamica (Lewis et al., 2003).

Disruptores Endocrinos con Actividad Antiestrogénica
Los antiestrogenos son compuestos que antagonizan la accion de los estrogenos
compitiendo por el receptor afin a estos. Cabe recordar que los estrégenos estan
implicados en la proliferacion y diferenciacion de diferentes células que conforman
organos sensibles a estrogenos. Ejemplo de ello es el utero, en el cual se ha
evidenciado que Ila presencia de sustancias exogenas con actividad
antiestrogénica son considerados como factores de riesgo para el desarrollo de
cancer en utero. El mecanismo por el cual estos compuestos actuan primeramente
es por la unién que tienen con el RE, lo cual permite la dimerizacion del receptor y
suprimir la actividad biolégica consustancial al RE. Se ha reportado que el efecto
antiestrogénico se lleva a cabo a través de la inhibicién del factor de transcripcién
TAF-2 (Barréon et al., 2001).

Entre los compuestos con actividad antiestrogénica mas estudiados se encuentran
los compuestos derivados de dioxinas y compuestos similares a dioxinas como los
bifenilos policlorados, los cuales son empleados como pesticidas, solventes
industriales, fabricacion de plasticos, entre otras aplicaciones. Estas sustancias
funcionan como agonistas del receptor a arilcarbono, dicho receptor tiene una
actividad sobre los receptores a estrogenos, la interaccion receptor-DE altera la
homeostasis del individuo (Petersen et al., 2006). Se ha observado que la
exposicion que tienen estos compuestos en nifias menores de 8 afos de edad
provoca alteraciones en la homeostasis del desarrollo del individuo. Los efectos
observados son el retraso en el inicio de la pubertad y en el alargamiento de los
ciclos menstruales (Warner et al., 2004). Ademas se ha reportado que la
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exposicion de este tipo de DE antiestrogénicos en edad adulta incrementa la
probabilidad de padecer diferentes tipos de cancer (Warner et al., 2002).

Disruptores Endocrinos con Actividad Antiandrogénica
Los compuestos con actividad antiandrogénica son todas aquellas sustancias
capaces de impedir la accion del andrégeno sobre su efector. Puede entenderse
también como antiandrégenos a todas aquellas sustancias que logran frenar la
actividad del eje hipotalamo-hipofisis-ovario y a aquellas que también son capaces
de inhibir enzimas que intervienen en la sintesis de andrégenos (Devoto y
Aravena, 2006).

Los compuestos antiandrogénicos tienen un papel importante para el desarrollo
adecuado de los machos, ejemplo de ello es en la masculinizacién de los 6rganos
reproductores y de cerebro (Skakkebaek et al., 2001). Las sustancias mas
estudiadas con actividad antiandrégenica son generalmente pesticidas tales como:
vinclozolin y el diclorodifenildicloroetileno (metabolito bioacumulable y poco
biodegradable del diclorodifeniltricloroetano). También se han estudiado
compuestos de origen industrial como los ftalatos, dioxinas y los policlorobifenilos
(PCB); ademas se sabe que farmacos comola flutamida dispone de esta actividad
antiandrogénica. Los efectos que se han reportados de estas sustancias van
desde una alta incidencia en malformaciones urogenitales y la disminucion de la
proporcion de machos respecto a hembras en la fauna silvestre. Estudios en
roedores han revelado que la administracion prenatal de flutamida o ftalatos
producen una baja calidad del espermatozoide, alto indice de apoptosis en los
estadios andrégeno-dependientes del desarrollo espermaticoy demasculinizacion
hipotalamica y conductual por la exposicion fetal a dioxinas y PCB (Guzman y
Zambrano, 2007).

Bisfenol a como Disruptor Endocrino

El bisfenol a (BPA) fue sintetizado en el afio 1891 por el quimico ruso Aleksandr
Dianin mediante la condensacion de la acetona utilizando como catalizador de la
reaccion acido clorhidrico o una resina de poliestireno sulfonado. EI BPA es
utilizado principalmente para la elaboracién de plasticos a partir de policarbonato
(Figura 1) el cual es empleado en diferentes industrias para la elaboracion de
botellas de agua, biberones, dispositivos médicos y dentales, electrodomésticos,
entre otros. Este DE es ampliamente estudiado debido a la alta exposicién de
diferentes organismos a este compuesto. La exposicion a este DE es considerado
como un factor de riesgo para padecer enfermedades como lo son ovario
poliquistico, problemas en la fertilidad femenina, cromosomas fetales anormales,
feminizacion, alteraciones inmunolégicass y del desarrollo (Mollo y Montafio.,
2013).
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Figura 1. Sintesis de policarbonato (PC) a partir de Bisfenol A (BPA) y carbonatos
de dialquilo/diarilo (Sabu y Visakh, 2012).

Se ha reportado que existen trazas de BPA en aire (2 — 208 ng/m?), suelo y agua
(8 — 21 ng/mL). Se tiene evidencia de que BPA es capaz de migrar desde las
paredes del material de envase hasta el interior del producto alimenticio, cabe
mencionar que esta sustancia también se encuentra a concentracion de trazas en
animales marinos para consumo humano. La agencia de proteccion ambiental de
los estados unidos (US EPA) considera que una ingesta diaria de BPA igual o
mayor a 0.05 mg/Kg/dia puede generar consecuencias negativas en el individuo.
Respecto a la migracion de BPA a un determinado material, diferentes agencias
sanitarias han predeterminado valores para la migracion segun su criterio, ejemplo
de ello es la nacion nipona que establecié un valor de 2.5 mg/Kg, mientras que los
Estados Unidos han establecido que 0.6 mg/Kg corresponde al valor permisible
para la migracion de este DE al material establecido (Gwynne, 2000).

El BPA como DE es capaz de interaccionar con el sistema endocrino alterando el
mensaje endocrino en diferentes formas. Esta sustancia es capaz de mimetizar la
accion de diferentes hormonas, lo que le permite ocupar el sitio de union del
receptor actuando como agonista o antagonista a dicho receptor. La interaccion
del DE sobre los receptores del 6érgano diana conlleva a alteraciones en el sistema
hormonal. lo que conlleva a irregularidades neurolégicas o reproductivas, ya que
las hormonas estan implicadas en el control de la reproduccion, la organizacion
del cerebro, y el metabolismo, alterando asi la coordinacion fisiologica entre
organos (Mollo y Montafio, 2013).

Efectos de BPA Sobre la Salud

Estudios in vivo de BPA relacionan a este compuesto como el principal causante
de distintos tipos de cancer, la capacidad que tiene este compuesto como
carcindgeno se debe a que es capaz de actuar como un estrogeno sintético el cual
actua sobre los RE, modulando asi la expresion de determinados genes o
proteinas; a consecuencia de tal efecto se ha demostrado que una exposicion de
100nM de BPA en lineas celulares la expresion de los genes HOTAIR y HOXC6
aumentan. La sobreexpresion del gen HOXC6 es utilizada como indicador de
distintos tipos de cancer de mama, ya que se ha demostrado que el aumento de
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los niveles de expresion en este gen induce la expresion de factores de
crecimiento tumoral, lo que facilita la formacién de colonias de células tumorales
en las glandulas mamarias (Hussain et al., 2015). Por otra parte, el gen HOTAIR
€S un gen que se encuentra sobreexpresado en los tejidos con cancer de mama y
que al igual que el gen anterior los niveles de expresion se ven alterados por la
exposicion a BPA (Bhan et al., 2014). Adicional a lo antes descrito, la exposicion
de BPA tiene como efecto la inhibicion del gen caspasa 3, la proteina resultado de
la traduccion de dicho gen, es una proteina clasificada como caspasa la cual tiene
como principal funcidn mediar los procesos celulares relacionados al proceso
apoptatico, por lo que al alterar la expresion se este gen se alteran los procesos
de muerte celular programada del individuo y existe una promocion en el
desarrollo de tumores (Ptak et al., 2013).

Se ha demostrado que el BPA es capaz de alterar el desarrollo de la placenta y
consecuentemente promover complicaciones en el embarazo y en el desarrollo del
feto, una de las principales causas de tales efectos es debido a la capacidad que
tiene este compuesto para la estimulacion y liberacion de la hormona
gonadotropina coriénica humana (hCG); consecuencia de los niveles altos de hCG
puede resultar enpartos prematuros o en una limitacién del crecimiento del feto (
Rajakumar et al., 2015).

La exposicion a concentraciones bajas de BPA (0.5-50 mg/Kg/dia) son capaces
también de producir dafio al DNA, dicho dafio es consecuencia en el incremento
de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), malonildialdehido,
oxido nitroso y radicales libres. Se ha comprobado que BPA es capaz de alterar la
efectividad de los mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo, ya que esta
sustancia es capaz de disminuir la actividad de enzimas antioxidantes en el tejido
hepatico (catalasa, superdxido dismutasa y glutatiéon peroxidasa) (Van Esterik et
al., 2015).

De los diferentes efectos ya mencionados provocados por la exposicion de BPA,
diversos estudios sugieren que el BPA es capaz de alterar diferentes parametros
metabdlicos ocasionando asi la presencia de enfermedades metabdlicas, como
pueden ser la obesidad, diabetes y sindrome metabdlico. Se ha correlacionado las
enfermedades metabdlicas con alteraciones en el DNA. La predisposicién genética
y los contaminantes ambientales son capaces de alterar el genoma del individuo.
Se ha estudiado el grado de metilacién del DNA y se ha observado que la
exposicion de BPA en el individuo suscita en el incremento del grado de metilacion
del DNA y esto conlleva al incremento de la diferenciacion de adipocitos en células
preadipocitarias, por lo que se les vincula a tales efectos a una mejora en el
estimulo de la adipogénesis y en un aumento en la probabilidad de desarrollar
obesidad a futuro (Sales et al., 2013).

Finalmente se sabe que el sistema reproductivo es susceptible a alteraciones
causadas por diferentes sustancias exdégenas encontradas en el ambiente,

14



ejemplo de ello el BPA. En diferentes estudios se ha correlacionado que la
exposicion a BPA produce alteraciones en la homeostasia del sistema
reproductivo. Tales alteraciones van desde la reduccion de la fertilidad, el deterioro
de la funcidon masculina, cambios en las concentraciones de hormonas sexuales y
en la reduccion de la calidad de los espermatozoides (Garcia et al., 2015).

Generalidades de Bisfenol s
El bisfenol-S (BPS) (hombre IUPAC: 4,4’-sulfonildifenol) es un compuesto organico
con dos grupos hidroxifenil unidos a un grupo sulfonil (Figura 2).

HO OH

Figura 2. Estructura quimica correspondiente a bisfenol-s.

El compuesto BPS es empleado en la industria como un mondémero para realizar
la sintesis de polimeros sintéticos tales como el poliétersulfona (PES) y polisulfona
(PSU). Ademas, este compuesto es utilizado para la elaboracion de resinas epoxi
(Figura 3). Estos polimeros hoy en dia se utilizan como una alternativa
aparentemente segura en sustitucion del policarbonato el cual es utilizado en la
industria para elaborar diferentes materiales de empaque tales como botellas,
biberones, empaques herméticos, etc. Cabe recordar que uno de los productos de
degradacion del policarbonato es el BPA, del cual se ha reportado los efectos
dafinos para la salud debido a la actividad estrogénica que este presenta.
Agencias regulatorias como la comisién europea ha establecido el limite especifico
de migracion (SML) para el BPS el cual corresponde a 0.05 mg/Kg de comida. El
comité cientifico de alimentos (SCF) de la unién europea no ha emitido el valor
para una ingesta diaria aceptable (ADI) ni ha reportado el valor para la ingesta
diaria tolerable (TDI).
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Las propiedades fisico quimicas propias del BPS se muestran en la tabla 1, en
ella observamos que el peso molecular del compuesto es equivalente a
250.57g/mol, este parametro indica que este compuesto es capaz de atravesar
membranas biologicas con facilidad debido a que se ha reportado que aquellos
farmacos con peso molecular correspondiente a un intervalo de 250 — 500, son
capaces de traspasar membranas biolégicas como lo es la membrana placentaria.
Reforzando la premisa anterior, como se puede apreciar en la tabla 1 el valor de
Log P asociado a BPS es equivalente a 1.65, este valor indica que este
compuesto es mas a fin a disolventes no polares, lo cual sugiere que dicho
compuesto es liposoluble y consecuencia de ello es capaz de a travesar
membranas biolégicas de baja permeabilidad como lo es la barrera hemato —
encefalica (Bernhardi 2004). Ademas, el valor de pKa asociado para este
compuesto corresponde a 8.2 y se ha reportado que aquellos farmacos con pKa
basico tienen una tasa de ionizacidbn mas alta en la circulacién fetal, lo que
repercute en que sustancias como el BPS sean asequibles a exposiciones directas
con el feto (Avila y Solis, 2016).
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas reportadas en la literatura para el
compuesto bisfenol s.

Propiedad Valor o Descripcién Unidades

Peso molecular 250.27 g/mol

Polvo cristalino de color
blanco, se ha reportado
que la morfologia de las
particulas que conforman
al polvo es en forma de
aguja.

Descripcion fisica

Punto de fusion 240.5 °C

Insoluble en agua, pero
soluble en etanol vy

Solubilidad ligeramente soluble en
benceno y dimetilsulféxido
(DMSO).
g/cm? valor reportado a
Densidad 1.3663 una temperatura igual a

15°C

Coeficiente de particion

octanol/agua (log Kow) 165

Valor reportado a una
8.2 temperatura igual a
25°C

Constante de
disociacion (pKa)

Exposicion de Bisfenol s

En un estudio realizado por Cao-Xu Liang y colaboradores (2019), analizaron un
total de 159 muestras de productos alimenticios, dichas muestras forman parte de
la dieta de la poblacién canadiense. En dicho estudio se analizé por cromatografia
de liquidos acoplado a espectrometria de masas la concentracion de BPS
presente en productos alimenticios. Cabe mencionar que ademas de analizar al
BPS se analizaron otros posibles disruptores endocrinos tales como bisfenol E
(BPE), bisfenol B (BPB), bisfenol F (BPF) y bisfenol AF (BPAF). Los resultados
obtenidos fueron que para alimentos enlatados se encontré la presencia de BPF a
una concentracion de 25 — 2360ng/g y BPA a una concentracion de 5.3 — 41 ng/g.
Para el BPS se obtuvo que para alimentos enlatados no se hallaron
concentraciones detectables de este compuesto, mientras que para alimentos
preparados a partir de carne y productos carnicos se encontré la presencia de
BPS a una concentracion de 1.2 — 35 ng/g. En otro estudio se detecto la presencia
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de BPS en 21% de 267 alimentos, incluyendo bebidas, vegetales, frutas, cereales
y carne colectada en Albany, Nueva York, EUA. Por otro lado, investigadores han
reportado la presencia de BPS en productos plasticos, recubrimientos de latas de
comida, asi como también en los empaques de comida, en biberones, juguetes,
materiales de uso odontoldgico, en productos de cuidado personal, en papeles
térmicos, entre otros. También se ha reportado la presencia de BPS en el medio
ambiental, tal es asi que se ha reportado la presencia de este compuesto en el
polvo de interiores, agua fluvial, mantos acuiferos, lodos de alcantarilla y en
sedimentos marinos (Wu et al 2018). Respecto a los productos alimenticios Liao y
Kannan (2013) analizaron por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
acoplado a espectrometria de masas, un equivalente de 267 muestras de
diferentes productos alimenticios provenientes de Estados Unidos y China,
evidenciando asi la presencia del disruptor endocrino BPS en al menos el 21% del
total de los alimentos de los alimentos analizados, estos comprenden desde
bebidas, vegetales, frutas, cereales y carne; en este ultimo producto alimenticio se
encontré BPS en una proporcion equivalente al 43%.

Hoy en dia se sabe que la exposicion del humano ante los disruptores endocrinos
ocurre desde etapas tempranas de la vida, siendo asi que Lehmler y
colaboradores (2018) evidenciaron la presencia de diferentes disruptores
endocrinos en la orina de diferentes personas en estudio (Figura 4), evidenciando
que la mayor exposicion ante estos DE ocurre en la edad adulta (20 — 39 anos de
edad), asi mismo esta conjetura aplica para la exposicién del humano hacia el
BPS. Aunque no existen valores para la ingesta diaria permisible para el consumo
humano o para la exposicion diaria de BPS, se debe de tener en consideracion los
efectos negativos que pueda provocar hacia los seres vivos la exposicion de este
compuesto. La poblacion mas susceptible a los efectos negativos sobre la salud
de los disruptores endocrinos, tales como el bisfenol s, son los recién nacidos ya
que estos presentan un bajo peso corporal y bajo desarrollo del metabolismo para
la desintoxicacién (Da Silva et al.,2019).
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Figura 4. Concentracion (ug/L) de BPA, BPF y BPS presentes en orina, las
muestras recolectadas corresponden a la poblacion de los EUA y fueron divididas
en 5 grandes grupos en un intervalo de edad especifico (Lehmler et al., 2018).

Cabe mencionar que, al emplear el BPS en la industria para la fabricacion de
materiales de empaque para el envasado de diferentes alimentos, se debe de
tener en consideracion el impacto negativo que repercute en los diferentes seres
vivos que conforman los diversos ecosistemas, este impacto es causado por los
residuos generados por el consumo de los productos alimenticios, asi como
también los residuos generados durante la fabricacion de las diferentes
presentaciones de material de empaque.

Bioacumulacion de Bisfenol s

En 2012 varios investigadores se dieron a la tarea de obtener las concentraciones
de BPS presente en la orina de diferentes sujetos en estudio, las diferentes
muestras de orina fueron obtenidas de diferentes paises tales como los EUA,
Japon, China, India, Corea del sur, Kuwait, Malasia y Vietnam. Las muestras
recolectadas fueron analizadas mediante HPLC acoplado a espectrometria de
masas (LOQ=0.02 ng/mL). Los resultados que obtuvieron fueron los siguientes: el
pais que obtuvo la mayor concentracion de BPS fue Japdn con una concentracion
de 1.18 ng/mL, seguido por EUA con una concentracién de 0.299 ng/mL, China
con una concentracién de 0.226 ng/mL, Kuwuait con una concentracion de 0.172
ng/mL y finalmente Vietnam con una concentracion de 0.160 ng/mL (Liao et al.,
2012). Este estudio fue el primero en evidenciar la exposicion a la cual se ve
sometido el humano ante el BPS. Cabe destacar que las concentraciones
bioacumuladas de BPS en los diferentes paises estudiados no se vieron afectadas
por variables propias a la poblacién tales como la raza, edad y género. Con los
resultados obtenidos de este estudio se estimo el promedio para la ingesta diaria
de BPS. Dicho valor corresponde a 0.009 — 0.004 pg/Kg peso corporal/dia para
nifios y adultos, respectivamente (basandose en un peso nominal de 30 y 60 Kg).
Otro estudio realizado unicamente en la poblacion de los EUA demostré que la
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concentracion promedio de BPS presente en la orina de adultos fue de 0.37 pg/L
mientras que para nifios este valor fue de 0.29 pg/L (Lehmler et al.,2018).

Deceuninck et al. (2015) determinaron la concentracion de diferentes bisfenoles en
leche materna proveniente de madres francesas, de las 30 muestras recolectadas
solo una muestra presenté BPS a una concentracion de 0.23 ug/Kg peso corporal.
Adicionalmente en China se realiz6 otro estudio de la misma naturaleza en la cual
se analizaron 20 muestras de leche materna proveniente de diferentes madres,
obteniendo que en una sola muestra se hayo la presencia de BPS a una
concentracion de 0.683 pg/L (Niu et al., 2017). Otro estudio realizado en Valencia,
Espaina report6 la presencia de BPS en una muestra del total de 120 muestras
analizadas de leche materna, la concentraciéon que se determind corresponde a
0.37 ng/mL (Dualde et al., 2019). Otros estudios demuestran que el BPS es capaz
de pasar de la madre al hijo por medio de la leche materna.

La concentracion de BPS en la poblacion humana se hace mas evidente con el
paso del tiempo, ya que muchos fabricantes han optado por descontinuar el uso
del policarbonato (PBP) dentro de la industria para asi sustituirlo por polimeros
sulfonados. La presencia de estos polimeros dentro de la industria alimenticia ha
repercutido en un incremento en la bioacumulacién de bisfenol s, exponiendo asi a
los seres vivos ante un nuevo disruptor endocrino el cual antes no era considerado
como un factor de riesgo para la salud (Figura 5).
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Figura 5. Percentil 95 de la concentracion total (ug/L) de BPA, BPF y BPS
presentes en muestras de orina reunidas a lo largo de un afio proveniente de la
poblacién adulta estadounidense (Ye et al., 2015).
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Metabolismo de Bisfenol s

Las reacciones de transformacion metabdlica de xenobidticos se llevan a cabo
dentro de un organismo vivo y principalmente estas reacciones se llevan a cabo
en las células que conforman al higado (hepatocitos), este tipo de reacciones
metabolicas se clasifican generalmente en dos fases. La fase | se produce la
funcionalizacion o transformacion del xenobiotico mediante reacciones de
oxidacion, reduccién e hidrolisis. Dichas reacciones son capaces de alterar los
grupos funcionales presentes en la molécula, o en su defecto se crean otras
estructuras moleculares, esto con la finalidad de convertir al xenobidtico en una
molécula mas polar para que de esta manera sea excretada con mayor facilidad
del organismo o en su defecto sirva como sustrato para reacciones de la fase Il.
Durante la fase Il se combinan moléculas enddégenas (conjugacién) para dar como
resultado compuestos mas polares, menos lipofilicos y, en consecuencia, mas
faciles de excretar mediante la orina 0 en las heces. Las reacciones metabdlicas
de la fase Il son en general conjugaciones con acido glucuroénico, con sulfato, con
aminoacidos, con glutation y finalmente se encuentran las reacciones de
acetilacion y metilacion (Galbis 2004).

Song y colaboradores (2017) han reportado que el BPS administrado por via oral
en ratones se metaboliza por las reacciones de fase Il. Los metabolitos hallados
principalmente fueron bisfenol s glucurénido (BPS-G) y bisfenol s sulfato (BPS-S).
La ruta de excrecion de BPS principalmente fue por la orina en la cual se recobré
un total de 52.8% a 78.1% del total administrado. Ademas, el BPS-G fue el
principal metabolito hallado en orina, mientras que las maximas concentraciones
de los metabolitos de BPS en orina ocurren a las 6h después de haber
administrado BPS por via oral. Cabe destacar que la mayor concentracion de los
metabolitos generados por BPS se encuentra en orina mientras que el restante de
BPS se encuentra en las heces sin que este DE haya sido metabolizado y
adicionalmente se detecto la presencia de trazas de BPS y de sus metabolitos en
tejidos del tracto digestivo.

En un estudio para determinar los parametros farmacocinéticos inherentes a
bisfenol s en humanos, se reporté que una administracion via oral equivalente a
8.75ug BPS/Kg peso corporal en jévenes sanos, las muestras de suero y orina
fueron recolectadas en un intervalo de 48h y se evidencié que dicho compuesto
tiene una rapida absorcion en el tracto gastrointestinal ya que las concentraciones
plasmaticas de BPS comienzan a ser evidentes en un tiempo promedio de 1h (0.7
1 0.3h) hasta las 7h después de haber sido administrado el BPS, este comienza a
ser excretado principalmente en orina. El tiempo de vida media para la eliminacion
de BPS es equivalente a 6.93 h (Oh et al., 2018).

La importancia de conocer las vias metabdlicas que el disruptor endocrino bisfenol
s llega a presentar dentro de organismos vivos ayuda a comprender la
biotransformacion que sufre dicha sustancia dentro del organismo, cabe resaltar
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que la principal ruta de administracion de este DE ocurre por via oral. Se sugiere
que BPS es capaz de acumularse en tejido adiposo y en los tejidos donde se lleva
a cabo la absorcion, es posible que esta caracteristica del compuesto sea la razén
por la cual se presenten efectos adversos propios de BPS a diferentes
concentraciones.

Efectos de Bisfenol s Sobre la Salud

Ghayda y colaboradores (2019) reportaron la asociacion que existe entre la
calidad de esperma de humano con las concentraciones de BPS encontradas en
la orina de diferentes sujetos en estudio. En este estudio se reporté que el 76% de
las muestras analizadas se encontraron concentraciones mayores a 0.1 ug/L de
BPS, las concentraciones de BPS encontradas en los sujetos en estudio son
asociadas al uso de suavizante de telas, uso de pinturas y disolventes, asi como
también a la ingesta de carne de vaca y queso antes de 24h de la recoleccion de
orina. Agquellos sujetos que tuvieron altas concentraciones de BPS en orina es
probablemente debido a un alto indice de masa corporal. Respecto a la calidad del
semen de los sujetos en estudio, se realizé una comparativa entre aquellos sujetos
en estudio en los que se detectdé BPS en orina contra los que no presentaron. Los
resultados mostraron que la calidad de semen disminuy6 para aquellos sujetos en
los que se detectd BPS en orina. La presencia de BPS en orina es atribuida a altos
valores de indice de masa corporal (obesidad) la cual es asociada a su vez con el
estilo de vida que el individuo lleva en su dia a dia.

En una comparativa que realizaron investigadores de nacionalidad china,
demostraron que el BPS al igual que el BPA estan probablemente correlacionados
con nacimientos prematuros para aquellas madres embarazadas que mostraron
concentraciones de estos disruptores endocrinos en orina (Huang et al., 2019).

Se ha reportado que la administracion de BPS por via oral en ratones produce
diferentes efectos que repercuten en la homeostasis de la glucosa y en el
desarrollo de diabetes tipo 1. Los efectos observados estan asociados al sexo del
individuo y a la dieta que este tenga. Los resultados reportados fueron que a una
administracién de 30 uyg BPS/Kg de peso corporalen hembras con una dieta a
base de soya, se observé un significativo decremento en el desarrollo de diabetes
tipo 1 y ademas se observo que los niveles de glucosa en sangre sin ayuno
disminuyeron. En contraste, la exposicion de BPS en machos mostré un
incremento en la resistencia a la insulina y concentraciones variadas en los niveles
de glucosa en sangre. Sin embargo, para los machos que tuvieron una dieta libre
de fitoestrégenos mostraron un aumento en la tolerancia a la glucosa y una menor
resistencia a la insulina (Xu et al., 2019).

Un estudio realizado en células hepaticas y renales en presencia de BPS se
reportd que la viabilidad de las células se reduce en un 16% a un 45% en
presencia de concentracion de BPS que oscila en un rango de 1 uM a 0.1 mM. Los
investigadores atribuyen este efecto a que el BPS es capaz de aumentar la
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concentracion de las especies reactivas de oxigeno (ERO) en ambas lineas
célulares. Sin embargo, las células renales mostraron una mayor citotoxicidad en
comparacién con las células hepaticas. EI BPS es capaz de incrementar los
niveles de las ERO lo cual induce al aumento del estrés oxidativo y por ende la
viabilidad de la célula se encuentre disminuida. (Zhang et al., 2016).

Se ha documentado que la administracion de BPS en ratas macho conlleva a
efectos negativos en el sistema reproductor masculino. Investigadores han
reportado que a una dosis equivalente de BPS a 50 yg BPS/Kg/dia existen efectos
adversos tales como, el incremento de ERO y el aumento de la lipoperoxidacion
en el testiculo, ademas de que se evidencid la reduccion de la actividad de
enzimas antioxidantes y del contenido de proteinas, se observo también que los
niveles de testosterona en plasma y en testiculos fueron disminuidos a
exposiciones altas de BPS. Las afecciones observadas causadas por el BPS en
sistema reproductor masculino escalan al nivel macro ya que se observaron
diferencias morfologicas en los testiculos, ejemplo de ello fue la reduccion del
epitelio seminifero (Ullah et al., 2016).

Da Silva y colaboradores (2019) realizaron un estudio sobre la descendencia de
ratas las cuales fueron expuestas a diferentes dosis de BPS administradas de
manera directa a la madre, la descendencia fue expuesta de manera indirecta al
BPS por los fluidos corporales de la madre, placenta y leche materna. Se reporté
que los machos que fueron tratados a una dosis de 50 ug/Kg/dia de BPS, en el dia
del destete presentaron hipotrigliceridemia e hipertiroxinemia, mientras que las
hembras que fueron tratados con la misma dosis presentaron niveles altos de
hidroxicolecalciferol. En edad adulta los sujetos experimentales de ambos sexos,
tratados a las dosis antes mencionadas de BPS, mostraron una ingesta baja de
alimento en comparacion con el grupo control. Ademas, los machos mostraron una
disminucién en la deposicion visceral de adipositos. Respecto a la conducta de los
machos, estos mostraron un incremento en la ansiedad y un incremento en la
actividad motora. Para aquellos animales que fueron expuestos a una dosis de 10
Mg BPS/Kg/dia, en edad adulta las hembras mostraron una disminucion en los
niveles circulantes de progesterona. Este estudio evidencia que la exposicion
materna de BPS a su descendencia conlleva a efectos adversos sobre la
regulacion del triacilglicerol, en los niveles hormonales, asi como también en el
comportamiento de la progenie.

Ahsan y colaboradores (2018) realizaron una comparativa entre los efectos del
BPS y BPA sobre el desarrollo del sistema reproductor femenino en ratas,
hallando asi que para a dosis altas (50mg BPS o BPA/Kg peso corporal) las
concentraciones plasmaticas de testosterona y estradiol incrementaron
significativamente, mientras que los niveles en plasma de progesterona, hormona
luteinizante (LH) y hormona estimuladora de foliculo (FSH) disminuyeron
significativamente. Resultado de estos cambios plasmaticas puede correlacionarse
con el retraso en la pubertad y en las alteraciones sobre la periodicidad del ciclo
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estral que se llegaron a observar durante dicho estudio. Los resultados obtenidos
por los investigadores sugieren que, a altas concentraciones de BPS y BPA
administradas por via subcutanea, llegan a tener las mismas alteraciones
endocrinas en ratas hembras.

Regulacion del Ciclo Estral en Ratas
El ciclo estral de la rata dura aproximadamente entre 4 a 5 dias. Las fases que
constituyen al ciclo corresponden a: proestro, estro, metaestro y diestro. Las
diferencias que existen entre los diferentes estadios que conforman al ciclo estral
de la rata son los que se muestran en la tabla 2:

Tabla 2. Cambios morfolégicos que presentan el ovario, Utero, epitelio vaginal y la

conducta de ratas hembras durante el ciclo estral.

Fase Ovario Utero Vagina Conducta
E: ¢l se prerze?(:z ) Epitelio grueso.
crecimiento pde Utero distendido | Células epiteliales Estado receptivo a
i con flujo | superficiales. Frotis . P .
Proestro foliculos. . la copulacion hacia
- aumentando su | vaginal con X
Degeneracion de tamario abundancia de el final de proestro.
los cuerpos luteos ’ X o
del ciclo previo células epiteliales.
Epitelio grueso. -
Mad » q Maxima distensién. | Capa de células EZ?(?rzteleldigrdosis
aduracion e . s . .
. Inicio de | cornificadas en la L
Estro foliculos. degeneracion superficie.  Frotis 32§$rf:|on-
Ovulacion. vaguqlar . del | vaginal . con probabilidad de
epitelio uterino. abundancia de e,
. fertilizacion.
células escamosas.
Descamacion  del
Alguna epitelio cornificado.
degeneracion Epitelio  delgado.
Formacion de Invasion de | No hay
Metaestro cuerpos luteos. :l:niléci);r’ pero leucocitos.  Frotis | receptividad.
o vaginal con
regeneracion. abundancia de
células escamosas.
Epitelio  delgado.
Crecimiento de los eR;gt:]:“r:)eramonFrciz
. cuerpos liteos. | Regeneracion  del o No hay
Diestro Foliculos de varios | epitelio uterino. vaginal . con receptividad.
tamarios abundancia de
' leucocitos y células

epiteliales.
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El ciclo estral esta mediado por el eje hipotalamo — hipofisiario-gonadal, por lo cual
en el torrente sanguineo del individuo se encuentran diferentes concentraciones
de diferentes hormonas a lo largo del ciclo (figura 6), lo que provoca un cambio
morfoldgico en los tejidos del sistema reproductor y en la conducta. El crecimiento
folicular ocurre por la produccion de la hormona adenohipofisaria estimulante de
foliculos (FSH). Los foliculos ovaricos a su vez secretan estrogenos que tienen
efecto de retroalimentacion positiva sobre la secrecion de la hormona luteinizante
(LH) esta accion es realizada por la adenohipdfisis, la concentracion maxima de
LH ocurre durante el estadio del proestro, lo que ocasiona la ovulacién. La
secrecion de estrogenos al tejido vaginal conlleva a la estimulacion vy
queratinizacion del epitelio vaginal. Ademas, a consecuencia de lo antes
mencionado, el utero sufre de hiperemia y de la acumulaciéon de fluido. Tras el
estro, los foliculos que han liberado 6vulos se transforman en cuerpos luteos
durante la fase del diestro. El cuerpo luteo secreta progesterona y en menor grado
estrégenos. La progesterona induce la mucificacidén del epitelio vaginal. En el utero
se inicia la degeneracion epitelial durante el estro, con la condicién de que no haya
existido fertilizacion del 6vulo (Cruz y Pasaro,1998).

El epitelio uterino se encuentra expuesto a diferentes hormonas que son
segregadas por el eje hipotalamo — hipofisiario-gonadal, la presencia de hormonas
y las concentraciones en las que estas se encuentran, son las causantes de la
proliferacion y muerte celular que se presentan en el epitelio uterino. Esta
caracteristica que ocurre en el epitelio permite comparar los patrones de
proliferacion que ocurren durante el estadio del metaestro al proestro, asi como
también la comparacion del patron apoptoético que ocurre durante el estadio del
estro; con la finalidad de evidenciar el desbalance homeostatico que ocurre en el
tejido uterino bajo la presencia de xenobidticos capaces de alterar las rutas
metabdlicas implicadas en el adecuado funcionamiento del sistema reproductor
femenino.
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Figura 6. Niveles hormonales que conforman el ciclo estral en ratas hembras. El ciclo
estral comprende un periodo de cuatro dias aproximadamente. En la etapa del proestro
se observa el aumento de la concentracion de las hormonas (Progesterona, Estradiol,
Hormona Luteinizante (LH) y Hormona estumuladora de foliculo (FSH)) involucradas en
la regulacién del ciclo estral, mientras que la etapa consiguiente de dicho ciclo
corresponde a la etapa del estro en donde es apreciable la disminucion de los niveles
hormonales (Freeman 1988).
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Muerte Celular Programada (Apoptosis)

La apoptosis 0 muerte celular programada es el proceso en el cual las células se
autodestruyen sin desencadenar reacciones inflamatorias mediadas por el sistema
inmune y ademas no se produce cicatrizacion en los tejidos. Dentro de este
proceso de apoptosis se puede distinguir tres etapas; activacion, propagacion y
ejecucion.

En la etapa de activaciéon durante el proceso apoptotico puede ocurrir de dos
maneras, por una induccidn negativa tales como la pérdida de una actividad
supresora, la falta de factores de crecimiento o la disminucién de los contactos
que la rodean; por otra parte, esta la induccion positiva la cual esta asociada al
resultado de la unién de un ligando con un receptor. Los receptores que participan
en la apoptosis se pueden clasificar en dos grupos: aquellos cuya actividad
conduce directamente a la muerte celular, ejemplo de estos receptores son el
receptor Fas y el receptor de necrosis tumoral (TNF). Existen ademas los
receptores que desempefan una funcion fisioldgica, pero que al sobre-activarse
pueden inducir indudablemente a la muerte celular, ejemplo de estos receptores
son: el receptor de glutamato, de trombina y canales i6nicos dependientes de
voltaje.

Iniciada la fase de activacion hacia la apoptosis, la célula comienza la etapa de
decision en la cual se decide si se debe de sobrevivir o se debe de desencadenar
la muerte celular. En esta etapa la mitocondria juega un papel importante ya que
este organelo sufre de una alteracién en la permeabilidad de su membrana la cual
es ocasionado por la formacién de un complejo multiproteico el cual conduce a la
liberacion del contenido intramitocondrial como lo es el citocromo C, el factor
inductor de apoptosis y miembros de la familia de las caspasas.

Liberado el contenido mitocondrial al citoplasma de la célula, se da inicio a la fase
de ejecucion en donde ocurre la protedlisis, la cual es un proceso irreversible una
vez comenzada. Entre las proteasas implicadas en los procesos de muerte celular
se encuentran las caspasas, las calpainas, la granzima B, por mencionar algunas.
Las caspasas se diferencian en tres grupos: caspasas implicadas en la produccién
de citocinas (caspasas 1, 4, 5 y 13), caspasas de sefalizacion o de activacién de
otras caspasas (caspasas 2, 8, 9 y 10) y caspasas efectoras de muerte o
ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7) las cuales hidrolizan sustratos selectivos. La
activacion de las caspasas da lugar a la hidrolisis de secuencias especificas de
tetrapéptidos que contienen un residuo de aspartato en el material génetico. Entre
los sustratos de estas enzimas se encuentran elementos estructurales del
citoesqueleto tales como la actina, fodrina, proteina Tau y catenina; como sustrato
se encuentran también enzimas encargadas de reparar o degradar el DNA tales
como las enzimas PARP (poly ADP ribose polymerase) y DNAasa; también se
encuentra como sustratos los factores de transcripcion como lo son el
retinoblastoma y HDM2 (human murine doble minute 2); las caspasas también
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reconocen a proteinas reguladoras tales como la proteina cinasa C, fosfatasa 2 A,
cinasas de adhesion focal, por mencionar algunas.

La apoptosis por lo tanto es considerada como una muerte natural fisiolégica, que
da resultado hacia una eliminacion de células no deseadas o dafnadas. La
apoptosis se activa cuando: en las etapas de desarrollo donde se produce un
exceso de células ejemplo de ello es en la apertura del tracto digestivo que ocurre
durante el desarrollo del embridn; el proceso apoptético también ocurre en la
seleccién de linfocitos, ya que estos son capaces de desempefiar mecanismos de
defensa frente a tumores en que intervienen células que incluyen los linfocitos T
citoliticos, natural killer y macrofagos. La desregulacion de las etapas antes
mencionadas conduce a situaciones patoldgicas en el individuo.

Las técnicas empleadas para la deteccion de los procesos apoptoticos en las
células son los siguientes (Jordan 2003):

% El uso de fluorocromos capaces de intercalarse en el DNA. Ejemplo de
estos colorantes son el etidio, propidio y Hoechst.

+ El empleo de microscopia electronica.

« Electroforesis en gel de agarosa de DNA aislado de tejidos o cultivos
celulares.

% Tincién de TUNEL (terminal desoxinucleotidil transferasa).

La apoptosis se puede llegar a observar en diferentes células que conforman al
tejido uterino tales como: estroma, epitelio glandular y epitelio luminal; esto
depende del estadio del ciclo estral en el que se encuentre el individuo. La muerte
celular programada (apoptosis) se observa en células que conforman el estroma
durante varios estadios del ciclo estral con excepcion del estro. Mientras que las
células que conforman el epitelio luminal y glandular presentan la maxima
apoptosis durante el estro y disminuye durante el metaestro. Los niveles en sangre
de estradiol y de progesterona regulan el recambio celular que ocurre en el epitelio
uterino, ejemplo de ello son los niveles de estrogeno que regulan mecanismos
apoptaticos en las células que conforman el epitelio, mientras que los niveles de
progesterona regulan el grado de apoptosis en células del estroma (Dharma 2001,
Mendoza-Rodriguez et al., 2002).

Se sabe que en el sistema reproductor femenino la expresion y distribucion de los
receptores a estrogenos alfa (ERa) y beta (ERB) son los responsables del
desarrollo, maduracion y funcionalidad del utero. Ademas, se ha demostrado que
el ERa desempefa un papel importante en la diferenciacion y proliferacion del
epitelio uterino mientras que su contraparte ERB desempena una accion anti
proliferativa en el tejido uterino. Investigadores demostraron que una exposicion
de BPA 50 mg/kg/dia incrementd la expresion de ERa, asi mismo la expresion
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para ER[B disminuyd en todas las dosis usadas de BPA, lo cual repercutié en una
amplia proliferacion celular en el tejido uterino (Schénfelder et al., 2004).

Ahsan vy colaboradores (2018) evidenciaron que en ratas hembras la
administracién via subcutanea de BPS a una dosis de 50mg BPS/Kg/dia en un
periodo de 10 dias el cual comprende desde el dia post natal 1 hasta el dia post
natal 10, se observd que las concentraciones de testosterona y estradiol en
plasma incrementaron significativamente mientras que para las concentraciones
de progesterona, hormona luteinizante (LH) y hormona estimuladora de foliculo
(FSH) en plasma disminuyeron significativamente respecto al grupo control, lo cual
pone de manifiesto la capacidad de este compuesto de alterar la homeostasis del
sistema endocrino. Cabe resaltar que variables como la regularidad del ciclo estral
y la etapa de la pubertad fueron modificadas debido a la exposicion de este
disruptor endocrino, resultando asi en la irregularidad del ciclo estral y en el
desarrollo de una pubertad prematura.

Tanto en las investigaciones de Ahsan et al (2018) y de Schonfelder et al (2004)
confirman que la etapa del estro fue predominante a lo largo del ciclo estral de los
individuos expuestos a una dosis alta de BPA. Esto sugiere que los mecanismos
apoptéticos que emplean las células del epitelio uterino se podrian ver afectados
por la sobreexpresion del ERa y las alteraciones en sangre de los niveles
hormonales de estrégenos y progesterona, lo cual repercute en la disrupcién del
ciclo estral, predominando el estadio del estro.
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Planteamiento del Problema

Hoy en dia se sabe que desde la concepcidn, los individuos estan expuestos a los
disruptores endocrinos. Estos son capaces de afectar el desarrollo adecuado de
los individuos, lo que ocasiona el padecimiento de diferentes enfermedades en
etapas tempranas de la vida o en etapas adultas. De forma general, los
disruptores endocrinos son capaces de alterar la homeostasis de los sistemas
endocrino y reproductivo, ya que estas sustancias son capaces de mimetizar la
accion de las hormonas endogenas.

Al reportar los efectos adversos inherentes al BPA, la industria ha optado por el
uso de polimeros sulfonados como alternativa segura. Por esta razoén, los estudios
que se han realizado hoy en dia respecto a la presencia de disruptores endocrinos
en humanos, han hallado la presencia de bisfenol s (BPS). Con el tiempo, los
niveles de exposicion de BPS en el humano y otros seres vivos han ido en
aumento. Los estudios que se han realizado del BPS sobre los efectos adversos
asociados a este compuesto son limitados. Es por esta razén, por lo que el
presente proyecto estd enfocado en estudiar los efectos que se llegan a
presenciar bajo la exposicion de BPS durante periodos criticos del desarrollo,
como lo son la gestacion y la lactancia sobre la descendencia. La principal variable
de este estudio es el patron apoptotico que presentan los epitelios luminal y
glandular uterino con los cuales se tiene la finalidad de evidenciar la alteraciéon de
la homeostasis del sistema reproductor femenino ocasionada por el disruptor
endocrino BPS administrado de forma indirecta.
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Hipotesis

Debido a que el bisfenol s es considerado un analogo al bisfenol a. entonces se
esperaria que el bisfenol s sea capaz de alterar los parametros asociados al
desarrollo (tiempo de gestacion, distancia anogenital y peso) y también a los
parametros asociados al sistema reproductor (ciclo estral y patrén apoptético)
sobre la descendencia. Asi como observar un decremento en el numero de células
en apoptosis en el epitelio luminal y glandular para los grupos administrados con
bisfenol s.

Objetivo General

Estudiar el efecto de la administracion de diferentes dosis de bisfenol s sobre
parametros asociados al desarrollo y sistema reproductor, asi como en el patrén
apoptético involucrado en la regulacion del ciclo estral.

Objetivos Particulares
Evaluar el efecto de diferentes dosis de bisfenol s en ratas gestantes (FO) sobre:

a) Tiempo de gestacion.
b) Peso ganado después de haber dado a luz.

Evaluar el efecto de diferentes dosis de bisfenol s en la descendencia de las ratas
(F1) sobre:

a) Distancia anogenital al dia del destete.

O

Peso ganado durante el crecimiento después del destete.

O

Regularidad del ciclo estral.

)
)
)
)

d) Patrén apoptotico de los epitelios uterinos en etapa adulta en el dia del

estro.

e) Concentracion de estradiol y progesterona en el dia del estro.
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Metodologia

Condiciones de los Animales de Experimentacion

En el estudio se trabajé con ratas wistar hembras adultas n=30 (FO0), las cuales
fueron separadas e identificadas segun al grupo de tratamiento que se les asigné
(Tabla 3). Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: estrictos periodos de
luz:oscuridad 12h:12h, con agua y comida ad libitum. El control y manejo de los
animales se realizé en la Unidad de Experimentacion Animal (UNEXA), Facultad
de Quimica, UNAM. Adicionalmente se trabajé con un grupo de ratas Wistar
machos adultos n=10, los cuales fueron criados bajo las mismas condiciones
antes mencionadas.

Este estudio conté con la aprobacion del Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica.

Tabla 3. Nomenclatura asignada a las ratas Wistar hembra (FO) para su debida
identificacion durante el trabajo experimental.

Nomenclatura | Tratamiento | Nomenclatura | Tratamiento | Nomenclatura | Tratamiento
C1.1 Control C 3,1 BPS alta C5/1 BPS baja
Cc1,2 Control C3,2 BPS alta C5,2 BPS baja
CcC1,3 Control C3,3 BPS alta C5,3 BPS baja
C14 Control C34 BPS alta C54 BPS baja
C15 Control C3,5 BPS alta C55 BPS baja
C 2,1 Control C4.1 BPS alta C6,1 BPS baja
C2.2 Control C4,2 BPS alta C6,2 BPS baja
Cc23 Control C4,3 BPS alta C6,3 BPS baja
CcC24 Control C44 BPS alta C6,4 BPS baja
Cc25 Control C45 BPS alta C6,5 BPS baja

Monitoreo del Ciclo Estral y Apareamiento

Para el monitoreo del ciclo estral de las ratas Wistar hembras (F0), el monitoreo
fue realizado de lunes a viernes antes del mediodia (12:00h). Para el monitoreo
del ciclo estral fue necesario tomar un frotis vaginal, el cual fue realizado de la
siguiente manera, con un asa bacteriolégica previamente esterilizada al rojo vivo
con la flama de un mechero de etanol y posteriormente enfriada con agua
destilada. S e procedio a introducir el asa bacterioldgica a la cavidad vaginal con la
finalidad de obtener el frotis vaginal, el cual subsecuentemente fue depositado
sobre la superficie de un portaobjetos previamente identificado. Dicho
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procedimiento fue repetido para cada una de las ratas en estudio, con la finalidad
de generar evidencia documental de la regularidad del ciclo estral de las ratas
Wistar hembras en experimento y subsecuente a esto aparear a las ratas hembras
con los machos en experimentacion.

La tincion de los frotis vaginales se realizO mediante una técnica de tincién
diferencial Hematoxilina/Eosina. Esta tincion fue llevada a cabo de la siguiente
manera: un volumen de hematoxilina (Sigma-Aldrich) se adicion6 de tal forma que
la superficie del portaobjetos que contenia las muestras vaginales se encontrara
cubierta en su totalidad por este reactivo, y se dejo reposar la laminilla durante un
intervalo de tiempo de 8 minutos. Pasado el tiempo de reposo, la placa se enjuagd
con agua destilada y se secé a temperatura ambiente. El portaobjetos con las
muestras vaginales fue sumergido en una disolucion de carbonato de litio saturado
(Merck) por un periodo de 5 segundos, para posteriormente ser enjuagado con
agua destilada. Finalmente, la placa se secd a temperatura ambiente.
Posteriormente, a la placa se le adicion6 un volumen de eosina (Sigma-Aldrich) de
tal forma que la superficie del portaobjetos que contenia las muestras vaginales se
encontrara cubierta en su totalidad por este reactivo, y se dejo reposar la laminilla
durante un intervalo de 5 minutos. Pasado el tiempo de reposo, la placa se
enjuagoé con etanol al 70% (Meyer) y se sec6 la placa a temperatura ambiente.
Finalizada la técnica de tincidon se procedid a observar los frotis vaginales al
microscopio (Nikon eclypse E 200).

Las muestras fueron observadas al microscopio con la finalidad de revelar la etapa
del ciclo estral en la cual se encontraba la rata Wistar hembra tratada. El criterio
empleado para revelar las muestras se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de las observaciones realizadas a los portaobjetos que
contienen los frotis vaginales de ratas wistar hembras, tefiidos con
hematoxilina/eosina y observados en el microscopio con el objetivo de 40X.

Estadio  del Descripcion

Ciclo Estral
Células del epitelio vaginal nucleadas con forma ovoide que se encuentran
agrupadas en forma de racimos de uva. El colorante que se aprecia en el

Proestro . . " . .
microscopio es el de la hematoxilina en el nucleo (morado) y el citoplasma se
observa naranja.

Estro Células del epitelio vaginal descamadas, no presentan nudcleo y forman

grandes aglomerados de células. El colorante que retienen es el de la eosina.

Células del epitelio vaginal descamadas sin nucleo y ademas se observan
Metaestro células nucleadas y la abundancia de leucocitos, los cuales se tifien de morado
y son mas pequefios que las células del epitelio.

Pocas células en comparacion de los otros estadios, se observan células de

Diestro todo tipo, pero en menor proporcion.
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Obtenidos los resultados del estadio del ciclo estral de cada una de las ratas
Wistar hembras por tres semanas, se procedid con el apareamiento de los
animales en experimentacion. En la tarde, cuando la rata Wistar hembra se
encontraba en proestro, ésta se separo de la caja en donde se encontraba con las
demas ratas para ser colocada en una caja independiente, la cual previamente fue
identificada junto con el macho. A la manhana siguiente, el macho fue retirado, se
procedi6 en tomar un frotis vaginal y, posteriormente se tiid la muestra
(hematoxilina/eosina) con la finalidad de evidenciar la presencia de
espermatozoides en la muestra vaginal. El dia en el que fue tomado el frotis
vaginal y evidenciando mediante la tincion hematoxilina/eosina la presencia de
espermatozoides, ese dia fue considerado como Dia de Gestacién 1 (DG1).

Administracion de Bisfenol s a Ratas Wistar Hembras
Gestantes (FO)

El Bisphenol s (BPS) es un compuesto que recientemente fue incorporado a
diferentes ramas de la industria. rEs debido a esto que la informacion respecto a la
bioseguridad del compuesto es escasa o poco accesible respecto a las dosis
seguras que presenta dicho compuesto. La TDI (dosis de referencia o dosis de
ingesta diaria aceptable) corresponde a la cantidad de una sustancia quimica a la
que un ser vivo puede estar expuesta diariamente por un periodo de tiempo
extendido sin sufrir efectos adversos. La dosis de referencia del compuesto en
estudio (BPS) no esta reportada, por lo que se tomd en consideracion la
informacion publicada del TDI de su analogo Bisfenol A (BPA), la cual corresponde
a 0.05 mg/Kg peso corporal/dia. Esta informacién es la que reportan la Agencia de
Proteccion al Medio Ambiente y la Agencia de Alimentos y Drogas de los Estados
Unidos de Norte América. EI NOAEL (dosis sin efecto adverso observable)
reportado por la National Toxicology Program (NTP) de los Estados unidos de
Norte América para Bisfenol s (BPS) que es igual a 60 mg/Kg peso corporal/dia.
En este estudio se emplearon dosis por debajo del NOAEL reportado, ademas de
que se tomo en consideracion la informacién reportada por agencias regulatorias
de los Estados Unidos de Norte América para el BPA. Por lo anterior, las dosis
administradas de BPS a dosis alta y baja fueron las siguientes, 20 mg/Kg/dia y
0.05 mg/Kg/dia respectivamente. La via de administracion de los diferentes
tratamientos fue oral.

El monitoreo del volumen ingerido de agua se realizé ad libitum con la finalidad de
obtener el promedio del volumen consumido para dar inicio a la administracion de
las diferentes dosis de Bisfenol s (Sigma). A partir del dia 6 de gestacion (DG6),
los animales bajo estudio fueron administrados de la siguiente manera: a los
grupos control se les administré el vehiculo (etanol al 1% en agua); al grupo
tratado BPS a dosis baja de 0.05 mg BPS/Kg peso corporal/dia utilizando como
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vehiculo una disolucion de etanol al 1% en agua; al grupo tratado con BPS a dosis
alta se le administré una dosis de 20 mg BPS/Kg peso corporal/dia utilizando el
mismo vehiculo. Adicionalmente, se realizaron ajustes en las dosis debido al
volumen ingerido por cada grupo en estudio.

La interrupcion del tratamiento con BPS para los grupos tratados (control, BPS
dosis alta y BPS dosis baja) se realizé el dia 21 después del parto (dia del
destete).

Caracterizacion Fenotipica de las Crias (F1) en el Dia 21

Posparto

Las crias de los diferentes tratamientos fueron destetadas en el dia 21 posparto.
El dia del destete cada una de las crias fue sexada a partir de la distancia
anogenital medida por el instrumento Vernier (Cemex). El criterio que se
establecid para dicha caracterizacion fue el siguiente: si la distancia anogenital era
menor o igual a 12.5 mm se consider6 a la cria como hembra y si la distancia
anogenital era mayor a 12.5 mm se consideré como macho. Adicionalmente, el
peso de cada uno de los animales en experimentacion se evalué ese mismo dia y
posteriormente cada 7 dias se volvio a medir el peso de estos hasta el dia 91
posparto para hembras y 134 para machos. La distancia anogenital obtenida fue
dividida entre la raiz cubica del peso, con la finalidad de realizar la correccion de la
distancia anogenital en funcion del peso.

Una vez identificadas las crias entre hembras y machos, estas fueron separadas e
identificas con relacion a su progenitora y del tratamiento que recibié esta. Las
crias se alimentaron con agua libre de BPS y comida ad libitum.

Monitoreo del Ciclo Estral de las Crias (F1)

A las hembras F1 se les realizé el monitoreo del ciclo estral a partir del dia
posparto 90 y después de la recoleccion de frotis vaginales y subsecuentemente
tincion hematoxilina/eosina. Lo anterior para evidenciar el estadio en el cual se
encontraba cada rata tratada. Una cria por cada camada se selecciond (control,
BPS dosis alta, BPS dosis baja), ademas se escogieron aquellas crias que
presentaron ciclos regulares, por lo menos dos ciclos y se sacrificaron en el
estadio del estro por decapitacion antes de las 12:00h del mismo dia. A éstas se
les extrajo el utero para posteriormente ser procesado y se procedié con la
recoleccion de sangre.

Tratamiento de los Tejidos Extraidos de las Crias (F1)

De las crias que fueron sacrificadas por decapitacion en el estadio del estro,
mediante una diseccion se extrajo el tejido uterino, el cual se liberd de tejido graso
y fue fijado introduciéndolo en una disolucion de paraformaldehido al 4% en PBS
1X. Posteriormente, los tejidos fueron deshidratados sumergiéndolos en
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disoluciones de concentracidon creciente de etanol, después fueron tratados con
xilol y finalmente en parafina. Este proceso se realizé en el equipo Histokinette
(STP 120). Finalmente, el tejido procesado fue incluido en bloques de parafina.

A partir de los bloques se obtuvieron cortes histolégicos de 5 ym de grosor de
cada animal que recibi6 el tratamiento empleando el equipo Microtomo (Leica).
Dichos cortes fueron fijados en laminillas previamente tratadas con poli-L-lisina.

Evaluacion de los Niveles Hormonales Séricos

A las crias hembras que fueron sacrificadas por decapitacion se les extrajo una
muestra de sangre, la cual fue procesada en la centrifuga con la finalidad de
separar el coagulo del suero. El suero fue extraido de la matriz (coagulo-suero)
mediante técnica de pipeteo empleando una pipeta Pasteur. El suero extraido se
colocé en tubos eppendorf, los cuales fueron resguardados a condiciones de
congelacion a -70°C.

La obtencion de los niveles séricos de progesterona (P4) y estradiol (E2) fue
realizado a partir del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (DRG
intruments GmbH, Marburg, Alemania). La sensibilidad de los ensayos fue de 0.4
pg/mL para E2, mientras que para P4 correspondié al 0.1 ng/mL. Los coeficientes
de variacion intra e interensayo para el E2 fueron del 7.84% y 7.01%
respectivamente, mientras que para P4 corresponde a 8.01% y 7.56%.

Técnica de Tincion TUNEL

Los tejidos en la laminilla fueron desparafinados incubandolos a 60°C durante 30
minutos. Posteriormente, los tejidos fueron sumergidos en xilol, y rehidratados en
soluciones de concentracion decreciente de etanol hasta llegar a agua destilada.
Para exponer antigenos se empled disoluciones de citrato de sodio 10mM a
pH=6.0 y para permeabilizar la membrana celular Triton X-100 al 5% disuelto en
PBS 1X.

Los tejidos uterinos que recibieron el tratamiento fueron incubados con el reactivo
TUNEL a 37°C por 1 h y en completa oscuridad. El control positivo fue tratado con
la enzima DNAsa | a 37°C por 10 min, y posteriormente fue tratada con el reactivo
de TUNEL. EI control negativo unicamente fue tratado con el reactivo Label, el
cual no contiene la enzima Terminal deoxinucleotidil transferasa. Finalmente, cada
laminilla fue montada con Fluoroshield (Sigma) adicionado con DAPI. Los cortes
histologicos fueron observados en un microscopio de fluorescencia (Nikon E600) y
fotografiados. La tincion de TUNEL se observé rojo y la tincion nuclear con DAPI
se observd en azul. De cada animal se fotografi6 todo el epitelio luminal y
glandular y se cuantificaron el numero de nucleos totales en cada uno de los
epitelios y el numero de nucleos marcados con TUNEL. Se evaluaron 10 animales
por tratamiento.
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Conteo de células del Epitelio Uterino Luminal vy

Glandular

El programa en linea Photoshop (https://photoshoponline.pro/es/online-
photoshop/) se empled para empalmar las imagenes de color rojo y azul, y de esta
forma poder realizar el conteo de células en estado de apoptosis del epitelio
luminal y glandular del utero como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Micrografia obtenida a partir de microscopia de fluorescencia, los
tejidos fueron tefiidos empleando la técnica de TUNEL. A) Epitelio luminal. B)
Epitelio glandular. Las células tefiidas en rojo son aquellas células que estan en
apoptosis. Barra = 100 pm

Analisis Estadistico de los Datos
El analisis de los resultados obtenidos se llevd a cabo por medio de los programas
Prism®, Microsoft Excel®, Adobe Photoshop® y FV10-ASW 1.7®.

Para cada una de las pruebas estadisticas realizadas se empled un analisis de
varianza de una sola variable (ANOVA) seguido de la prueba de Dunnett con la
finalidad de conocer la existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos respecto al control.
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Resultados

Monitoreo del Periodo de Gestacion de Ratas Wistar
Gestantes (FO)

Las hembras pertenecientes a la generacion FO fueron apareadas con machos la
tarde del dia del proestro de su ciclo estral. La fecundacion por parte del macho a
la hembra se evidencié por una tincion diferencial realizada en el frotis vaginal que
se obtuvo al dia siguiente de que ocurriera o no la fecundacion. La presencia de
espermatozoides en la muestra tratada corroboraba la fecundacién de la hembra.
El dia en el que se observo espermatozoides en el frotis vaginal fue considerado
como el primer dia de gestacion (DG1). A partir de lo antes mencionado se realizé
el conteo de los dias de gestacion que tuvo cada rata hasta el dia de nacimiento
de los neonatos. En la Figura 8 se muestra el tiempo de gestacion (dias) de los
grupos tratados comparados respecto al grupo control, donde no se encontraron
diferencias significativas.

Hembras

24 -
23 -
22 -
21 -
20 -
19 -
18 -
17 -

Dfas de gestacion

16 -

15 -

Control BPS BAJA BPS ALTA

Figura 8. Numero de dias de gestacion de las ratas madres (F0), las cuales
fueron tratadas con BPS durante la gestacion. Se presenta el valor promedio +
ES. La dosis empleada para los grupos de BPS dosis baja fue de 0.05 mg/Kg/dia,
BPS dosis alta fue de 20 mg/Kg/dia y grupo control fue tratado con una solucién
de etanol 1.0% en agua.

Monitoreo del Peso en Ratas Wistar (FO) Después de la

Concepcion
A las ratas hembras FO que dieron a luz se les monitored el peso a partir del dia
del destete y cada 7 dias se registr6 su peso. En la Figura 9 se muestra la
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comparacion de los pesos que se registraron de las madres después del periodo
de lactancia. El andlisis estadistico indicd que no existen diferencias significativas
en el peso de los grupos tratados respecto al control.

—-a— Control

280- -=m-- BPS BAJA
—a-- BPS ALTA
260-
=
o 240-
i
(=
2204
200 v Y Y Y Y T Y
% > > v © pr-SS pr.s

Dia post-parto

Figura 9. Peso corporal de las ratas hembras FO después del destete, que fueron
administradas con BPS via oral. Se presenta el valor promedio + ES. BPS-L, BPS
dosis baja; BPS-H, BPS dosis alta.

Distancia Anogenital Correspondiente a la Generacion F1

en el Dia 21 Post Parto

La medicion de la distancia anogenital (DAG) de las crias (F1) se realizé con la
finalidad de asignarles el sexo propio de estas. Los valores medidos de la
DAG/peso'? de los grupos expuestos a BPS y el grupo control fueron analizados
estadisticamente. Se observd una disminucion significativa entre la dosis alta de
BPS (20 mg BPS/Kg/dia) respecto al grupo control. Lo antes mencionado se
observo en las crias de ambos sexos, tanto hembras (Figura 10) como en machos
(Figura 11).
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Figura 10. Relacién de la distancia anogenital (mm) entre la raiz cubica del peso
(g) de las crias hembras (F1) al dia 21 de lactancia, que es cuando fueron
destetadas. Se presenta el valor promedio + ES. * p < 0.05 respecto al control.
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Figura 11. Relacion de la distancia anogenital (mm) entre la raiz cubica del
peso(g) de las crias machos (F1) al dia 21 de lactancia, que es cuando fueron
destetados. Se presenta el valor promedio * ES.

* p < 0.05 respecto al control.
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Ademas, el analisis estadistico se realizé entre el numero de hembras del total de
crias nacidas de los grupos tratados con BPS respecto al control. No se hallaron
diferencias significativas entre los diferentes grupos. Esto mismo ocurre para los
machos. En la Figura 12 se muestra la grafica comparativa de los porcentajes de
hembras y machos de los grupos tratados con BPS y el grupo control,
respectivamente. Cabe resaltar que a dosis alta y baja de BPS el porcentaje de
hembras disminuyé apreciablemente; sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%
0%

B Machos

B Hembras

Porcentaje de individuos portratamiento

Control BPS Baja BPS Alta

Figura 12. Proporciones entre machos y hembras (F1) de los grupos tratados con
BPS y grupo control.

Monitoreo del Peso de Ratas Wistar Correspondientes a

la Generacion F1

El peso de las crias de sexo masculino se monitore6 a partir del dia 21 post parto
y posteriormente la medida del peso de las ratas se determiné cada 7 dias
respecto a la medicion anterior, llevando asi una serie de mediciones consecutivas
del dia 21 hasta el dia 84 postparto. Ademas, los registros de los pesos se
obtuvieron en los dias 123,128 y 134 postparto correspondientes a los machos. En
estos datos se hayo una disminucion estadisticamente significativa en el peso de
los machos expuestos a una dosis baja de BPS respecto al control (Figura 13).
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Figura 13. Peso (g) de las ratas macho (F1). Dichos pesos se obtuvieron a partir
del dia 21 post-parto el cual corresponde al dia en el que fueron destetados,
consecuencia de ello el tratamiento fue interrumpido. Se presenta el valor promedio
+ ES. * p <0.05 BPS baja respecto al control.

En el caso de las crias de sexo femenino, el peso se monitoreo a partir del dia 21
hasta el dia 91 post parto en donde se realizaron mediciones consecutivas de 7
dias de diferencia entre cada medicion. Se observo diferencia estadisticamente
significativa con el aumento en el peso en las crias expuestas a una dosis alta de
BPS en los dias 49, 63, 77 y 84 post parto; por otro lado, se encuentra la
disminucién del peso en las crias expuestas a una dosis baja de BPS en los dias
21, 28, 35,42, 70y 77 post parto (Figura 14).
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Figura 14. Peso (g) de las ratas hembra (F1), dichos pesos se obtuvieron a partir
del dia 21 post-parto el cual corresponde al dia en el que fueron destetados,
consecuencia de ello el tratamiento fue interrumpido. Se presenta el valor
promedio + ES

*p < 0.05 BPS alta respecto al control.

* p< 0.05 BPS baja respecto al control

Regularidad del Ciclo Estral en la Generacion F1

La regularidad del ciclo estral de las ratas hembras pertenecientes a la generacion
F1 del grupo control, asi como también de los grupos expuestos con BPS a dosis
baja y se monitoreé durante el experimento. En la figura 15 se muestra la
comparativa de cada etapa entre los grupos expuestos con BPS respecto al grupo
control, en el cual se compara el promedio correspondiente al numero de dias de
cada etapa del ciclo estral de las ratas hembras de la F1, no encontrando asi
diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 15. Grupos expuestos con BPS respecto al grupo control, en el cual se
compara el promedio del conteo de los dias en el que cada rata hembra presento
las etapas caracteristicas del ciclo estral (Estro, metaestro, diestro y proestro). Se
muestra el valor promedio + ES.

C: Grupo control

B: Bisfenol baja (0.05mg BPS/Kg/dia)

A: Bisfenol alta (20mg BPS/Kg/dia)

Cuantificacion de Células en Estado de Apoptosis del

Epitelio Luminal y Glandular Uterino

En la Figura 16 se muestran las micrografias de los cortes histolégicos de tejido
uterino tenidos por la técnica de tincion TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP Nick-End Labeling), donde se realizé el conteo de las células
totales que conforman el epitelio luminal y glandular (tefidas de color azul) para
posteriormente realizar el conteo de las células en estado de apoptosis (tefidas de
rojo).

44




Epitelio luminal Epitelio glandular
A
B
b, H
S A"
C
1~ ¢ g \'_:‘-. -\, % m;ﬂs A =

’ 1, -

Figura 16. Micrografia obtenida a partir de microscopia de fluorescencia, en la
cual los tejidos obtenidos de los animales en estudio fueron tefiidos por la técnica
de tincion TUNEL con la finalidad de revelar y diferenciar a las células que
conforman al epitelio uterino (azul) de las células en estado de apoptosis (rojo). A)
Micrografia del epitelio luminal y glandular que corresponden al grupo control. B)
Micrografia del epitelio luminal y glandular que corresponden al grupo tratado con
BPS dosis baja 0.05 mg/Kg/dia. C) Micrografia del epitelio luminal y glandular que
corresponden al grupo tratado con BPS dosis alta 20 mg/Kg/dia.
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En la Figura 17 se muestran las graficas que corresponden al porcentaje de
células en estado de apoptosis (indice apoptético) que corresponden al epitelio
luminal uterino, mientras que para el epitelio glandular se muestra en la Figura 18.
No se encontraron diferencias significativas en ningun grupo expuesto a diferentes
dosis de BPS respecto al control en los diferentes epitelios luminal y glandular
uterino.

Epitelio Luminal

% DE CELULAS APOPTOTICAS

Control BPS Baja BPS Alta

Figura 17. Porcentaje de células apoptoticas en el epitelio luminal durante el
estro del ciclo estral de las ratas hembras (F1). Se muestra el valor promedio *
ES.
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Figura 18 Porcentaje de ceélulas apoptoticas en el epitelio glandular durante el
estro del ciclo estral de las ratas hembras (F1). Se muestra el valor promedio *
ES.
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Niveles Séricos de Progesteronay Estradiol

Los niveles de estradiol presentes en suero se determinaron como se aprecia en
la Figura 19 y se realiz6 la estadistica entre las ratas pertenecientes a la
generacion F1 expuestas a diferentes dosis de BPS respecto al grupo control. No
se observaron diferencias significativas en los niveles circulantes de estradiol. Esto
mismo ocurrid en los niveles séricos de progesterona (Figura 20) no hallando
diferencias significativas entre los grupos expuestos a BPS respecto al grupo
control.

Niveles de estradiol

30

Estradiol (pg/mL)

Control BPS Baja BPS Alta

Figura 19. Andlisis comparativo de la concentracion de estradiol (pg/mL) entre las
crias hembras (F1) durante el estro. Los niveles de estradiol fueron obtenidos del
suero. Se muestra el valor promedio + ES.
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Figura 20. Concentracién de progesterona (ng/mL) entre las crias hembras (F1) durante
el estro. Los niveles de progesterona fueron obtenidos a partir del suero. Se muestra el
valor promedio + ES.

Discusion

En el analisis de resultados, debido a que aun no existe basta informacién en lo
que concierne a los efectos inherentes del BPS sobre la salud, se tomé como
referencia los estudios realizados anteriormente del BPA, ya que este disruptor
endocrino ha sido bien estudiado. Ademas, el BPS muestra una estructura
analoga al BPA (Figura 21), es por esta razon que se piensa que pueden tener las
mismas consecuencias en el organismo pero a menos impacto.

HO OH CH3

0 |
% HO C| OH
0 CH3

Bisfenol S Bisfenol A

Figura 21. Estructuras quimicas de BPS respecto al BPA.
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Como se habia mencionado con anterioridad, la dosis de referencia de BPS no
esta reportada, por lo que se tomé en consideracion la informacién publicada del
TDI de su analogo BPA la cual corresponde a 0.05 mg/Kg peso corporal/dia. Esta
informacion es la que reportan la Agencia de Proteccion al Medio Ambiente y la
Agencia de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos de Norte América. El
NOAEL (dosis sin efecto adverso observable) reportado por la National Toxicology
Program (NTP) de los Estados unidos de Norte América para BPS es igual a 60
mg/Kg peso corporal/dia. En este estudio se emplearon dosis por debajo del
NOAEL reportado, ademas de que se tomd en consideracion la informacion
reportada por agencias regulatorias de los Estados Unidos de Norte América para
el BPA, por lo cual las dosis que fueron administradas de BPS a dosis alta y baja
fueron las siguientes, 20 mg/Kg/dia y 0.05 mg/Kg/dia, respectivamente. La via de
administracion de los diferentes tratamientos fue via oral, ya que este es la fuente
principal de exposicion del ser humano a estos compuestos.

En el presente estudio se evalué el efecto que existe entre las variables
involucradas en la homeostasis del sistema reproductor femenino (patrén
apoptético), asi como también las variables asociadas en el desarrollo fisioldgico
(distancia anogenital, peso) de diferentes sujetos en estudio bajo una exposicién
perinatal a distintas dosis de bisfenol S (BPS) administrada por via oral a las
madres gestantes. Dicha exposicion de BPS inicio en el dia 6 de gestacion y
concluyo el dia 21 post parto, siendo asi la exposicion a este disruptor endocrino
por parte de la generacion F1 durante el periodo de gestacion y por la ingesta de
leche materna durante la lactancia.

Las ratas gestantes (FO), a las cuales se les administré6 BPS via oral durante el
DG6 hasta el dia post parto 21, se les monitored el tiempo de gestacion a cada
una (Figura 8) encontrando asi que el periodo de gestacidon no presento
diferencias significativas entre aquellas ratas que fueron expuestas a BPS
respecto al control. En un estudio realizado en China en la provincia de Wuhan,
investigadores se dieron a la tarea de analizar los altos niveles de los disruptores
endocrinos BPA y BPS en orina con la finalidad de correlacionar la exposicion a
estos DEs con la disminucion del periodo gestacional y al aumento de nacimientos
prematuros. Los resultados que obtuvieron para el BPA fueron que, a altas
concentraciones de este compuesto presente en orina, los nacimientos
prematuros se correlacionaron estadisticamente, indicando asi que este
compuesto esta involucrado en la alteracion de la homeostasis del periodo
gestacional durante el embarazo. Esta correlacion entre nacimientos prematuros y
disruptor endocrino, no ocurre con las altas concentraciones de BPS presentes en
orina de mujeres embarazadas en diferentes momentos del periodo gestacional, lo
cual indica que este compuesto no altera de manera significativa la homeostasis
del periodo gestacional (Huang et al., 2019). Los resultados que obtuvieron Huang
y colaboradores (2019) concuerdan con los resultados obtenidos, estos resultados
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son indicativos de que una exposicion via oral de BPS a diferentes dosis a lo largo
del embarazo no es un factor de riesgo para padecer nacimientos prematuros.

A las ratas hembras (FO) que fueron expuestas a diferentes dosis de BPS por via
oral se les monitored el peso hasta el dia 63 post parto, no encontrando asi,
diferencias significativas entre la dosis alta y dosis baja de BPS respecto al control
(Figura 9). Ullah y colaboradores (2016) elucidaron que una administracion oral
sub cronica (28 dias) de BPS a diferentes concentraciones en ratas adultas macho
de la cepa Sprague Dawley, no presentaron cambios significativos en el peso
corporal en funcion del tiempo respecto al control. Anteriormente, Yamasaki y
colaboradores (2014) hallaron que en ratas hembras de la cepa Crj:CD
administradas por via subcutanea con BPS a diferentes concentraciones, no se
hallaron diferencias significativas en la ganancia de peso corporal de los sujetos
en estudio. Se ha reportado que una administracién de 28 dias consecutivos por
via oral de BPS (1, 2, 5, 25, 50 yg de BPS/Kg/dia) en ratas macho de la cepa
Sprague Dawley cuya edad oscila entre los 70 — 80 dias post parto, no se hallaron
diferencias significativas en el peso (Ullah et al., 2016). Estos resultados refuerzan
que una administracién por via oral de BPS no altera el peso corporal de los
individuos. Estos estudios son indicativos de que a una exposicion directa via oral
o subcutanea del disruptor endocrino bisfenol s a altas o bajas concentraciones ya
sea en hembras 0 en machos, no conlleva a cambios significativos en el peso
corporal del individuo.

La distancia anogenital (DAG) es un parametro indicativo del desarrollo sexual.
Como se aprecia en la Figura 10 (hembras F1) y en la figura 11 (machos F1), los
grupos expuestos a una dosis baja de 0.05 mg BPS/Kg/dia no mostraron
diferencias significativas en la relacion DAG/(peso)'® respecto al grupo control. Sin
embargo, aquellos individuos que fueron expuestos a una dosis alta de 20 mg
BPS/Kg/dia, la DAG/peso'® disminuy6 significativamente tanto en hembras como
en machos respecto a los grupos control. La disminucion de la DAG/peso'? en
aquellos sujetos expuestos a dosis altas de BPS, es indicativo de que este
compuesto es capaz de alterar aquellos mecanismos implicados en la regulacién
del desarrollo de los 6rganos sexuales en etapas tempranas del crecimiento.

Mammadov y colaboradores (2018) observaron que la DAG/peso'® disminuyd
significativamente en una poblacion de humanos varones recién nacidos a
exposiciones altas de BPA (8.26 ng/mL) presentes en la sangre del cordon
umbilical. El efecto asociado a altas dosis de BPA repercute en una disminucion
en la distancia anogenital en los varones, este mismo efecto fue observado bajo
una exposicion de BPS a una dosis alta (20 mg/Kg/dia) durante el periodo
gestacional y de lactancia en roedores, lo cual sugiere que una exposicion de BPS
in utero al igual que el BPA, denotan una actividad anti androgénica sobre el
desarrollo genital del feto masculino, esto es debido a la similitud estructural entre
ambos compuestos (Figura 21). Los andréogenos desempefan un papel
importante en el desarrollo de los machos, este tipo de compuestos son los
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responsables de la masculinizacién de los 6rganos reproductivos y del cerebro. Se
ha reportado que la exposicion fetal de compuestos con actividad antagonista al
receptor de andrégenos, o inhibidora de la sintesis de los mismos, es asociada
con malformaciones urogenitales (Mammadov et al. 2018).

En lo que concierne a las hembras tratadas con BPS, un estudio revel6 que la
exposicion perinatal a BPA a una dosis de 0.025 mg/Kg peso corporal, disminuyé
significativamente la DAG/peso'® de las crias hembras expuestas a esta dosis
respecto al grupo control (Christiansen et al., 2014). La administracion de BPA fue
por via oral y la exposicion que tuvieron los sujetos a este disruptor endocrino fue
in utero y durante el periodo de lactancia, las condiciones de este estudio son
similares a las que atafien nuestra investigacion. Las similitudes entre ambos
estudios son la via de administracion de los disruptores endocrinos y el tiempo de
exposicion que sufrieron los sujetos en estudio (in utero y lactancia) reforzando asi
los efectos observados en la distancia anogenital, dicha variable disminuyd
significativamente en las crias hembras a una dosis de 20 mg de BPS/Kg/dia
respecto al grupo control.

Los resultados observados en el decremento de la distancia anogenital en las
crias (F1) tanto en hembras como en machos, pone de manifiesto que a una
exposicion de niveles altos de BPS durante el periodo perinatal, se producen
alteraciones durante el periodo de gestacion en la vias de senalizacion endocrinas
involucradas en el desarrollo normal del sistema reproductivo lo cual conlleva a
padecer en un futuro de anomalias en las funciones del sistema reproductor,
ejemplo de ello son las alteraciones en la fertilidad.

En lo que concierne al numero de machos nacidos que fueron expuestos con BPS
respecto al grupo control no hubo diferencias significativas. Esto mismo ocurre con
las crias hembras que fueron expuestas a BPS, no se hallo diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos expuestos con BPS respecto al
grupo control. Sin embargo, en una comparativa de los porcentajes del total de
crias nacidas, podemos observar que el porcentaje de crias macho aumentd en
los grupos expuestos con ambas dosis de BPS (0.05 mg BPS/Kg/dia y 20 mg
BPS/Kg/dia), por lo que se puede apreciar que el porcentaje de machos aumento
respecto al porcentaje de hembras. Caso contrario ocurre en el grupo control en
donde la tendencia de los porcentajes de machos es menor respecto al porcentaje
de hembras (Figura 12). Se ha reportado que los disruptores endocrinos que
tienen actividad anti androgénica son capaces de disminuir las proporciones de los
machos respecto a las hembras en la fauna silvestre (Gray et al., 2001).

Respecto a las crias macho que fueron expuestos a BPS, en el registro del peso
ganado el cual corresponde a la Figura 13, se aprecia que en aquellos machos
que fueron expuestos a una dosis de 0.05 mg BPS/Kg/dia el peso disminuyo
significativamente en el dia 21 post parto, asi mismo este decremento en el peso
se mantiene en los dias 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77 y 84 post parto. No obstante,
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en el dia 123 en el que se realizd el registro del peso, no se observaron
diferencias significativas entre los individuos expuestos a BPS respecto al grupo
control, lo cual es indicativo que la ganancia de peso se restablece conforme el
individuo se aproxima a la etapa adulta. Por otro lado, los individuos que fueron
expuestos a una dosis de 20 mg BPS/Kg/dia, no mostraron diferencias
significativas en el peso ganado respecto al grupo control. Da Silva y
colaboradores (2019) realizaron un estudio en condiciones similares al presente
estudio. Este estudio consistio en una exposicion a BPS durante el periodo de
gestacion y de lactancia en ratas de la cepa Wistar, las ratas madres (FO) fueron
administradas por via oral a dos diferentes dosis de BPS (10 ug BPS/Kg/dia y 50
Mg BPS/Kg/dia), no se encontraron diferencias significativas en el peso de las
crias macho ni de las crias hembra. Las diferencias existentes entre ambos
estudios se pudieran deber al ajuste del numero de individuos pertenecientes al
estudio, ya que da Silva et al (2019) ajustd un total de 4 crias macho y 4 crias
hembra por camada, mientras que en el presente estudio se emplearon a todas
las crias de la camada para realizar el monitoreo del peso, es debido a esta
diferencia por la cual en el presente estudio, aparte de observar las tendencias
también se dilucidan las diferencias significativas entre los grupos tratados con
BPS respecto al control.

Como se puede apreciar en la Figura 14 el peso ganado de las crias hembra
(F1) muestra diferencias significativas en ambas dosis de BPS. Las crias hembras
expuestas a una dosis baja de BPS (0.05mg de BPS/Kg/dia) se hallé que existe
una disminucion significativa en el peso los dias 21, 28, 35 y 45 post parto, asi
mismo la disminucion del peso se vuelve a observar en los dias 70 y 77 post parto.
Xu y colaboradores (2019) observaron que la exposicion directa de BPS en
ratones propensos a desarrollar diabetes tipo 1, conlleva a una disminucion en el
peso corporal a lo largo del tiempo en hembras, asi como también en machos.

Por otro lado, aquellas crias hembra que fueron expuestas a una dosis alta de
BPS (20 mg BPS/Kg/dia) se observo un aumento en el peso corporal (Figura 14)
en los dias: 49, 63, 77 y 84 post parto. ElI BPS al ser una sustancia analoga al BPA
(Figura 21) se espera que ambas sustancias compartan efectos adversos
dependientes de la dosis, ejemplo de ello es el aumento del peso corporal en las
crias hembra expuestas al disruptor endocrino BPS durante el periodo gestacional
y de lactancia. Se ha reportado que la exposicion perinatal en roedores a BPA
conlleva a cambios significativos en el peso corporal. Diversas investigaciones han
demostrado que el aumento del peso en roedores es dependiente de la dosis del
disruptor endocrino, asi como también el sexo de los individuos expuestos al DE
(Rubin et al., 2009). Vandenberg y colaboradores (2008) obtuvieron resultados
semejantes a los de este estudio, empleando como disruptor endocrino al BPA, los
resultados obtenidos fueron el incremento del peso corporal fue mas persistente
en las crias hembra que en machos y que la dosis en la que este incremento en el
peso corporal fue estadisticamente significativo fue en el grupo que fue expuesto a
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una dosis baja de BPA (0.1 mg BPA/Kg/dia). En comparacion con los resultados
reportados del BPA sobre los cambios que existen en el peso corporal y los
resultados de este trabajo empleando BPS, corroboramos que la naturaleza del
BPS como disruptor endocrino conlleva a alteraciones en la homeostasis del
individuo, las cuales son consecuencia de la exposicion en etapas tempranas del
desarrollo (periodo de gestacién y de lactancia) y que ademas los efectos
adversos que el BPS llega a presentar son dependientes de la dosis y del sexo, ya
que en este estudio observamos que el decremente del peso corporal es mas
persistente en machos que fueron expuestos a una dosis baja de BPS (0.05 mg
BPS/Kg/dia), este decremento en el peso corporal también lo podemos observar
en hembras que fueron expuestas a esta misma dosis de BPS; por lo contrario, el
aumento del peso corporal es apreciable unicamente en hembras que fueron
expuestas a una dosis alta de BPS (20 mg BPS/Kg/dia).

El objetivo principal de este estudio es el de evaluar el cambio que pueda llegar a
presentar el patron apoptético presente en el epitelio luminal y el epitelio glandular
uterino a consecuencia de la exposicion in utero y durante la lactancia del
disruptor endocrino BPS. Como se aprecia en la Figura 17 se realiz6 el analisis
estadistico entre el % de células en apoptosis que conforman al epitelio luminal
uterino de los grupos expuestos a BPS respecto al grupo control, no hallando
diferencias estadisticamente significativas.

En lo que respecta al cambio en el porcentaje de células apoptéticas que
conforman el epitelio glandular uterino (Figura 18), no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos tratado con BPS respecto al grupo
control.

Mendoza-Rodriguez y colaboradores (2011) han demostrado que una exposiciéon
de BPA durante el periodo de gestacion y de lactancia, repercute en la
descendencia en el decremento del indice apoptotico de las células que
conforman al epitelio luminal y glandular uterino durante el estadio del estro del
ciclo estral. En comparacion con los resultados obtenidos con la exposicién de
BPS respecto a la exposicion con BPA, en el presente estudio no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de células apoptéticas (indice
apoptético) en aquellas células que conforman el epitelio luminal y glandular
uterino en el estadio del estro, por lo cual se sugiere que las dosis empleadas de
BPS en este estudio no alteran la homeostasis de la descendencia en lo que
respecta en la apoptosis de las células antes mencionadas durante el estro.

Por otro lado, se evaluo6 el nivel hormonal de E2 (Figura 19) y P4 (Figura 20) en la
descendencia femenina dando como resultado que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos expuestos con BPS respecto al
grupo control.

Se ha reportado que una exposicion de BPA in utero y durante la lactancia no
conlleva a cambios significativos en los niveles de E2 y P4 sobre la descendencia
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(Mendoza-Rodriguez et al., 2011). Los resultados reportados para BPA
concuerdan con los reportado en esta investigacion ya que la exposicion a BPS no
altera los niveles de E2 y P4. Estos resultados estan ligados con la regularidad del
ciclo estral de las ratas que recibieron el tratamiento con BPS (Figura 1), ya que
no observaron diferencias significativas en el periodo del estro de los grupos
expuestos con BPS respecto al grupo control. Sin embargo, Rubin vy
colaboradores (2001) han reportado que una administracion de BPA a dosis de
0.1mg BPA/Kg/dia y 1.2mg BPA/Kg/dia administrada por via oral a ratas de la
cepa Sprague-Dawley durante el dia 6 de gestacion hasta terminar el periodo de
lactancia, se demostré que las crias expuestas a BPA indirectamente, repercutio
directamente en los niveles hormonales, siendo asi, el decremento de la hormona
luteinizante (LH) y en la prolongacion del estadio del estro del ciclo estral sobre la
decendencia. Es por esta razon que se analizaron los niveles de E2 y P4 en este
estudio ya que son hormonas que participan en la regulacién del ciclo estral, y por
ende estan implicadas en los cambios en las fases del ciclo ya que de ocurrir
cambios en los niveles séricos de estas hormonas y otras hormonales tales como
FSH, LH y GnRH; puede repercutir en problemas de fertilidad y e incrementar la
disposicion de desarrollar de diferentes tipos de cancer en tejidos sensibles a
estas hormonas, ejemplo de ello es el tejido uterino.
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Resumen de Resultados y Conclusion

Las conclusiones a las que llegamos en el presente estudio son las siguientes:

» La administracion directa via oral de BPS a 0.05 mg BPS/Kg/dia y 20 mg
BPS/Kg/dia durante el periodo de DG6 hasta el dia post parto 21 no alteré el
periodo de gestacion, por lo que se sugiere que este disruptor endocrino no es
susceptible a incrementar los nacimientos prematuros en ratas.

» La administracién directa via oral de BPS no ocasioné diferencias significativas
en el peso corporal de las ratas hembras FO después de haber sido expuestas
a BPS. Lo anterior evidencia asi que una exposicion directa prolongada de
BPS no conlleva a cambios en el peso corporal en hembras.

» La exposicion indirecta de BPS (in utero y lactancia) sobre la descendencia no
repercutié en cambios estadisticamente significativos en el numero de hembras
y machos. Sin embargo, es apreciable que la proporcion de hembras
disminuyo en los grupos expuestos a dosis alta y baja de BPS.

» Tanto para hembras como en machos pertenecientes a la F1 que fueron
expuestas a una dosis de 20 mg BPS/Kg/dia se observé una disminucion en la
DAG/peso'3, lo cual sugiere que probablemente el BPS a esta dosis tenga una
actividad anti androgénica sobre la homeostasis en el desarrollo sexual que
ocurre durante el periodo gestacional.

En lo que concierne al peso corporal de los sujetos de experimentacion que fueron
expuestos a BPS, observamos que existen diferentes efectos ocasionados por
este disruptor endocrino los cuales estan asociados al género y a la dosis de BPS
con el cual fue expuesto.

» Los machos y hembras correspondientes a la F1 que fueron expuestos a una
dosis 0.05 mg BPS/Kg/dia mostraron una disminucién en el peso corporal.

» En lo que respecta a hembras correspondientes a la F1 que fueron expuestos
a una dosis de 20 mg BPS/Kg/dia, éstas mostraron un aumento en el peso
corporal.

Respecto a las diferencias observadas en el peso corporal, esto es indicativo de
que el BPS produce efectos adversos sobre la descendencia ya que este
compuesto fue capaz de reprogramar alguna(s) ruta(s) metabdlica(s)
involucrada(s) en el peso corporal, las cuales se desconocen.

» La exposicion de BPS aparentemente no repercute en la homeostasis del
sistema reproductor femenino sobre la descendencia, ésto se sugiere ya que
no existieron diferencias estadisticamente significativas en el indice de
apoptosis de las células que conforman el epitelio luminal y glandular uterino.
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La premisa antes dicha se refuerza con los resultados de los niveles séricos de
P4 y E2, ya que no se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de estas hormonas en los sujetos que fueron expuestos con
BPS.

En conclusién, el BPS produce efectos adversos sobre la descendencia tanto en
hembras como en machos, especificamente sobre el peso corporal y el desarrollo
de los 6rganos sexuales, lo cual indica que el BPS presenta efectos adversos
atenuados en comparacion con los efectos adversos reportados para el BPA.
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