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I. Resumen

Un disruptor endocrino es un agente exégeno al organismo, presentes en el medio
ambiente, que interfieren con la sintesis, secrecion, transporte, metabolismo,
accion de unién o eliminacion de hormonas naturales que estan presentes en el
cuerpo y son responsables de procesos de homeostasis, reproduccion y
desarrollo. Aunque no se sabe a ciencia cierta su mecanismo de accion de los
disruptores endocrinos, se sabe que éstos tienen la capacidad de actuar como una
hormona interfiriendo en la unién hormona-receptor, por su capacidad de tener

una estructura similar a las hormonas, alterando asi su sistema endocrino.

El bisfenol-S (BPS) se empezd a utilizar en la industria alimentaria, como en la
elaboracion de envases para alimentos, en carton y recubrimiento para latas,
como sustituto del compuesto bisfenol-A (BPA), ya que diversos estudios
mostraron que este compuesto presentaba efectos adversos en el ser humano,
nombrandolo asi como disruptor endocrino. Sin embargo, se observd que el
compuesto era capaz de migrar del envase al alimento y, siendo un anélogo del
BPA, también podria presentar efectos adversos en el desarrollo fisiolégico (Ahsan
et al., 2018). En la presente investigacion, como modelo experimental se utilizd
ratas Wistar, y se evaluo el efecto que podria tener la administracién perinatal por
via oral de BPS a dos diferentes concentracion (dosis baja (BPS-L) 0.05 mg/kg
peso corporal (p.c.)/dia y dosis alta (BPS-H) 20 mg/kg p.c./dia), en la proliferacion
celular del epitelio uterino de las ratas F1;, ademas se estudido los efectos
relacionados con el aumento de peso de madres (F0), porcentaje de crias F1
hembra y macho, peso corporal de crias, regulacion de ciclo estral, desarrollo de
genitales y niveles hormonales (E2 y P4). Se observaron diferencias significativas
en el crecimiento de las crias F1 y en el promedio de la distancia ano-genital
(DAG), entre el peso corporal, tanto en hembras como en machos. En machos F1
hubo una disminucion significativa del peso en el grupo BPS-L en comparacion
con el grupo control, y tanto en hembras como en machos una disminucién en el
promedio de la DAG entre el peso corporal de los animales tratados con BPS-H

con respecto al grupo control. Sin embargo, no se observaron diferencia



significativas en la proliferacion celular del epitelio uterino entre los grupos
estudiados, por lo que se piensa que el BPS no afecta directamente en la

multiplicacion de células epiteliales uterinas, pero si en el desarrollo fisiolégico y
sexual.



II. Introduccidén

Para la fabricacion de algunos polimeros usados en la fabricacién de biberones,
envases de comida, botellas de plastico, recubrimientos para latas, cartones,
equipo médico dental y quirargico, tickets, etc., se utiliza el compuesto bisfenol-A
(BPA), a partir del cual se elaboran plasticos de policarbonato y resinas epoxi;
muy importante en productos de consumo e industriales, usados diariamente y en
contacto con el ser humano (Lopez-Cervantes et al., 2003). Se ha demostrado la
migracion de este compuesto desde el envase hacia el alimento (Vom Saal et al.,
1998; Yamamoto et al., 1999), y se ha demostrado la presencia de este
compuesto en las muestras de orina de diversas poblaciones (Becker et al., 2009;
Cantonwine et al., 2010; He et al., 2009; Yamano et al., 2008; Ye et al., 2008 y
2009). Después de muchos estudios realizados, el compuesto se catalogdb como
un disruptor endocrino ya que los resultados indicaban que el compuesto BPA
tenia la capacidad de migrar del polimero al alimento, por lo que las personas
consumian directamente el compuesto, afectando el sistema endocrino y

reproductivo por accion hormonal (Vom et al., 1998).

Debido a esto se comenz6 a remplazar el BPA por un nuevo compuesto llamado
bisfenol-S (BPS), el cual es un analogo del BPA, con un grupo sulfonilo adicional a
la estructura. Este compuesto se utilizd, de igual forma, para la elaboracién de
polimeros y resinas epoxi, e igualmente es de origen sintético (Chen et al., 2016).

Sin embargo se empezaron a realizar diversos estudios ya que este compuesto se
encontré nuevamente en muestras de orina de diversas poblaciones, por lo que se
sabe que el BPS, asi como el BPA siendo un analogo del mismo, presentan
efectos adversos en el ser humano, como disminucién de produccion de
testosterona (Eladak et al., 2015) y aumento en peso uterino, genera obesidad,
afecta en el sistema endocrino y reproductivo en general (Ahsan et al., 2018) y
aunque se ha demostrado la toxicidad del compuesto BPS, la FDA permite su uso
en polimeros a baja dosis. Sin embargo las investigaciones han demostrado que la
exposicion diaria a pequefas dosis también repercute en el sistema endocrino y

reproductivo, ya que también es capaz de migrar del contenedor al alimento



teniendo contacto directo con el ser humano (Wu et al., 2017, Vandenberg et al.,
2012).

Dicho lo anterior, se ha demostrado que en los ultimos afos los niveles de BPS
encontrados en el ser humano van en aumento. Esto se debe a la substitucién del

BPA por BPS en la elaboracion de diversos polimeros.

El Bisfenol-S actualmente es conocido como un disruptor endocrino, el cual puede
afectar el desarrollo fisioldgico. Este compuesto se esta utilizando para la
elaboracion de distintos productos que tienen contacto directo diariamente con el
ser humano, ya que se puede encontrar en alimentos (frutas, carne, verduras,
pescado), en el medio ambiente y en productos que tienen contacto con alimentos
como envases de plastico, recubrimientos para latas y biberones (Ahsan et al.,
2018; Liao et al., 2012; Lotti et al., 2011).

Debido a la poca informacion que se encuentra acerca de los efectos de este
compuesto sobre el ser humano, el presente estudio se realiz6 para poder conocer
mas sobre los efectos adversos que puede provocar el compuesto con respecto a
la fisiologia, la concentracion hormonal y a la proliferacién celular del epitelio
uterino, para asi poder difundir a la sociedad las consecuencias del uso de este
compuesto en productos que tienen contacto con el ser humano, y asi poder
estandarizar su uso, ya que los niveles de BPS pueden aumentar aiun mas en los

préximos afios.



[1l. Antecedentes

3.1 Ciclo estral de larata

L T

En los mamiferos su ciclo se le conoce como “calor”, “celo” o “estro”, en el cual la
hembra permite la copulacion. Su ciclo estral es caracterizado por el tiempo que
transcurre entre un periodo de celo y comienza el siguiente. La actividad
reproductiva de las ratas presenta un modelo ciclico debido a varios factores
externos como la temperatura, alimentacion y/o luz, asi como también por factores
internos como ritmos endogenos y cantidad de vitelo a depositar en los ovocitos;
esto quiere decir que esta regulada por el sistema endocrino. (Marcondes et al.,
2002)

La caracterizacion de cada fase del ciclo estral se lleva a cabo por medio de la
tincién histoldgica de un frotis vaginal (ésta debe hacerse diariamente a la misma
hora para poder distinguir bien las fases).

El ciclo estral de las ratas dura entre 4 a 5 dias, el cual se divide en 4 fases:
Proestro, estro, metaestro (o diestro 1) y diestro (o diestro Il). Antes de que la rata
comience su ciclo estral el tracto reproductivo se encuentra en modo inactivo,
pasados aproximadamente los 30 dias de edad ocurre el periodo considerado
como anestro en donde se da la liberacion de la hormona luteinizante (LH), lo cual
conduce en ese momento a la maduracion ovérica, por esto se dice que ha
iniciado la pubertad. Una vez que sucede la maduracion ovérica, de 8 a 9 dias
ocurre el primer periodo del proestro, seguido del estro y diestro (Westwood,
2008).

Una vez que comienza la madurez sexual, hasta los 12 meses la duracion media
del ciclo estral es de 4 dias. La corta duracion del ciclo estral de la rata hace que
sea un animal ideal para la investigacion del ciclo reproductivo. El ciclo estral esta

regulado por los cambios hormonales del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada.



3.1.1 Niveles hormonales

El sistema endocrino incluye ocho glandulas principales distribuidas por todo el
cuerpo: Pineal, hipotdlamo, hipofisis, tiroides, paratiroides, timo, capsulas
suprarrenales, pancreas, ovarios Yy testiculos. Estas glandulas producen
hormonas, las cuales funcionan como mensajeros que viajan a través del torrente
sanguineo hacia los tejidos y 6rganos. Las hormonas afectan los procesos
corporales desde la cabeza hasta los pies. Pueden afectar el crecimiento y el
desarrollo, el metabolismo (digestion, eliminacion, respiracion, circulacion
sanguinea y mantenimiento de la temperatura corporal), la funcién sexual, la

reproduccion y el estado de animo (Freeman, 1988).

El ciclo estral, en hembras de mamiferos, es regulado por hormonas del eje
hipotalamo-hipofisis- gonadas. Los ovarios responden a las hormonas liberadas de
la hipdfisis, quien se encuentra bajo control nervioso hipotalamico. A su vez, las
hormonas ovaricas provocan modificaciones estructurales y funcionales en sus
organos blanco, que son el Utero y la vagina. En esta ultima, dependiendo de la
hormona ovéarica que prevalezca, serdn las modificaciones producidas en el
epitelio vaginal, y estas modificaciones son susceptibles de ser monitoreadas

mediante frotis vaginales (Brown-Grant et al., 1970).

El hipotdlamo, estructura nerviosa diencefélica, es fuente de factores que pasan a
través de venas portales a la adenohipdfisis, estructura endocrina presente en la
base del diencéfalo, en la cual regulan la liberacibn de las hormonas

adenohipofisarias, que incluye a las hormonas gonadotrofinas (Freeman, 1988).

GnRH, hormona hipotalamica que actia sobre la hipofisis, estimula secrecion en
la adenohipdfisis, liberando hormonas gonadotroficas: hormona luteinizante (LH) y
hormona estimulante de los foliculos (FSH). La LH estimula la ovulacion y genera
la formacion de cuerpo Iuteo y la FSH estimula el crecimiento y maduracion de los
foliculos ovéricos. Estas dos hormonas, que llegan por via sanguinea, actdan
sobre los ovarios, que secretan estrogenos y progesterona, los cuales por sus
niveles circulantes regulan la liberacion de LH y FSH. La produccion de
estrogenos esta limitada por la cantidad de receptores a FSH en las células
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foliculares. Este ciclo es el responsable de los ciclos reproductores de la hembra.
(Brown-Grant et al., 1970, Butcher et al., 1974)

En humanos, el ciclo menstrual se divide en dos fases:

En la fase preovulatoria, también llamada fase folicular o fase proliferativa,
aumenta el espesor del endometrio por estimulacion de estrégenos hacia
hiperplasia del endometrio uterino. En el ovario hay maduracion de foliculos
ovaricos en la cual hay extrusion de ovarios al abdomen, transformandose en
cuerpo luteo, y los 6vulos ovulados son canalizados hacia el Gtero por las fimbrias

de los oviductos.

En la fase postovulatoria, también llamada fase lutea o fase secretora, hay
acumulacion de agua y otras sustancias que nutren en el Gtero, estas sustancias
se encuentran bajo la influencia de la progesterona, debido a esta acumulacion
aumenta el espesor del epitelio uterino. Con respecto a los cambios en el ovario,
el cuerpo liteo degenera en una estructura que se reconoce en los cortes
histolégicos como masa palida o cuerpo albicans (Brown-Grant et al., 1970,
Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). En el ciclo reproductivo, la regulacion
hormonal esta dada por los siguientes sucesos: ocurre una mayor secrecion de
estrogenos por maduracion de foliculos ovaricos bajo la influencia de la FSH.
Estos estrégenos actian sobre la adenohipéfisis generando un aumento de FSH y
LH. Estas dos hormonas ayudan a la ovulacion por lo que el foliculo se transforma
en cuerpo luteo, el cual secreta la progesterona. Los estrégenos y la progesterona,
secretados anteriormente y que se encuentran en bajas concentraciones, actian
negativamente disminuyendo los niveles de las hormonas adenohipofisiarias, esto
con ayuda de la hormona inhibina. Debido a la degeneracion del cuerpo IUteo
mencionada anteriormente en la fase postovulatoria, la relacion de la progesterona
y estrégenos con la hormona adenohipofisis se rompe, por lo que se inicia un
nuevo ciclo por la maduracion de foliculos ovaricos bajo la influencia de la FSH
(Brown-Grant et al., 1970).

Como se mencion0 anteriormente, la duracion del ciclo estral es de 4 dias, y el

cambio de cada fase depende de los cambios hormonales que se presentan
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durante cada etapa. El estradiol es secretado por los foliculos De Graaf; durante el
estro, los niveles de estradiol en plasma periférico permanecen bajos (<10 pg/ml)
(Brown-Grant et al., 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988). Estos empiezan a
subir durante la tarde del metaestro hasta el diestro llegando a su maximo nivel
(45 pg/ml) en la mafiana del proestro, aproximadamente a las 9:00 a.m. Durante la
tarde del proestro estos niveles de estradiol empiezan a disminuir hasta llegar
nuevamente a los niveles mas bajos en la madrugada del estro, entre la 1 y las 6
a.m. (Figura 1) (Butcher et al., 1974; Freeman, 1988).

La LH y FSH van a ser secretadas por la GnRH por la hipdfisis; los niveles de la
LH se encuentran basales durante la etapa del estro hasta metaestro y diestro (0.5
ng/ml). Estos empiezan a aumentar en la tarde del proestro, entre la 1 y 3 p.m.,
alcanzando rapidamente su maximo nivel mas tarde, alrededor de las 5 p.m. (37
ng/ml). Esto mismo provoca la ruptura folicular ocurriendo asi la ovulacion en la
madrugada del estro, por lo que en la noche del proestro nuevamente ocurre la
disminucion de los niveles de LH hasta la etapa del diestro (Figura 1) (Brown-
Grant et al., 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988).

Los niveles de progesterona aumentan durante dos etapas: de origen llteo,
aproximadamente a las 12 p.m. ocurre un incremento de progesterona, casi hasta
24 ng/ml, éste dura hasta la madrugada del diestro y posteriormente disminuyen a
niveles basales en la mafana del diestro (6 a.m.), permaneciendo asi hasta la
tarde del proestro (aproximadamente a la 1 p.m.) donde hay el segundo aumento
en los niveles de progesterona, alcanzando su maxima concentracion de 46 ng/mi
alrededor de las 6:00 p.m. (Figura 1) Este ultimo incremento es secretado por
células de granulosa del foliculo preovulatorio (Butcher et al., 1974; Freeman,
1988).
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Figura 1. Niveles hormonales a lo largo del ciclo estral de la rata (tomando en
cuenta la duracién del ciclo estral de 4 dias). Entre la etapa del proestro y el estro,

ocurre el momento en que ocurre la ovulacién, inducida por los niveles altos de la

13 17 21 01 06 09 13 17 21 01 06 09 13 17 21 01 06 09 13 17 21 01 06 09 13

ESTRO METAESTRO DIESTRO PROESTRO ESTRO

hormona luteinizante (LH). (Freeman, 1988)

La caracterizacion de cada fase del ciclo estral se basa en el andlisis de las
células presentes en un frotis vaginal: células descamadas, células nucleadas y
leucocitos. Los principales cambios ocurren a nivel del ovario, utero, vagina y

conducta (Freeman, 1988) como se observa en la tabla 1 (De la Cruz y Pasaro,

1998).



- Proestro.

Durante esta etapa, la hembra no permite la copula. Este es el dia anterior a que
ocurra la ovulacion, dura entre 12 y 18 horas. En el frotis vaginal, se presentan
mayormente células nucleadas de gran tamafio, aisladas o en capas (Figura 2)
(De la Cruz y Pasaro, 1998).

El inicio de esta etapa se ve marcada por la formacion de células aplanadas
(estrato granuloso) sobre el estrato germinativo del epitelio vaginal, en donde
también existe mitosis que va disminuyendo a lo largo de la fase. Asi mismo, se va
desarrollando en el estrato granuloso la capa de mucosa superficial de células
ovoides con mucina y un estrato cérneo de células densas y cornificadas
(Westwood, 2008).

En el ovario, hay crecimiento y maduracion de los foliculos. En el Utero, existe
engrosamiento del endometrio por desarrollo glandular y vascular. El epitelio
uterino pasa de cuboidal a columnar, y hay mitosis en células epiteliales y poca
infiltracion de células inflamatorias. En los ovarios, el cuerpo luteo degenera, hay
presencia de vacuolas citoplasmaticas y proliferacion del tejido fibroso en la
cavidad central (De la Cruz y Pasaro, 1998; Westwood, 2008).

En las caracteristicas morfolégicas, existen ovarios grandes y vascularizados y
Gtero mas contractil y de tamafio grande. Hay labios ligeramente hinchados y

vagina seca (De la Cruz y Pésaro, 1998).

Al final de esta etapa el epitelio vaginal muestra una capa de mucosa superficial
que presenta descamacion de células mucoides y hay dilatacion en atero
(Westwood, 2008).

- Estro.

Solamente en esta etapa la hembra permite la copulacion, su comportamiento
puede ser temblor en las orejas y arqueo del lomo al aproximarse al macho. En
este dia ocurre la ovulacion, ocurre periodo de celo y dura aproximadamente 12
horas. Las células presentes en la capa superficial de la mucosa vaginal son

mayormente células descamadas y cornificadas anucleadas sin forma (Figura 2);
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éstas vienen de la descamacion del epitelio superficial de la vagina (esto solo

ocurre en la medianoche y en las primeras horas del dia) (Westwood, 2008).

El inicio de la etapa se ve marcada por la degeneracion de células epiteliales
(empezando por las glandulares) en el utero. También hay menor actividad
mitotica, infiltracion de leucocitos y dilatacion (Westwood, 2008).

En las caracteristicas fisioldgicas, hay madurez en los foliculos ovéricos por lo que
se produce la ovulacion. En los ovarios también hay degeneracion de cuerpos
liteos pequefios y la cavidad central se encuentra llena de liquido sin tejido fibroso
(De la Cruz y Pasaro, 1998; Westwood, 2008).

Para las caracteristicas morfologicas, el tamafio del Gtero aumenta por una
acumulacion de liquido luminar y ovario hemorragico. Hay labios hinchados y
engrosados, y vagina seca. Ademas, en la vagina hay menor mitosis y
desprendimiento de capas cornificadas y de mucosa superficial, y hay disminucién
de tamafio del epitelio. También hay infiltracion de leucocitos (De la Cruz y
Péasaro, 1998; Westwood, 2008).

Al final de esta etapa existe el desprendimiento total del epitelio cornificado de la
vagina (Westwood, 2008).

- Metaestro.

Durante el metaestro la hembra ya no permite la copulacién, ocurre después de la
ovulacion y dura aproximadamente de 10 a 14 horas. En el frotis vaginal, hay gran
cantidad de leucocitos y pocas células cornificadas anucleadas (los leucocitos se
identifican por ser células de forma circular y de tamafio muy pequefio) (Figura 2).
Hay labios ligeramente hinchados y mucosa vaginal espesa (De la Cruz y Pasaro,
1998).

En el inicio de esta etapa ocurre un desprendimiento completo del epitelio
cornificado en la vagina, con pérdida de estrato granuloso y germinativo superior.

También hay infiltracion de leucocitos.

En el atero hay una degeneracion vacuolar pero aumento en la actividad mitética.
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El cuerpo luteo del ovario es mas pequefio que en la etapa del diestro, pero
contiene liquido en cavidad central proveniente del tejido fibroso (Westwood,
2008).

- Diestro.

La hembra no permite copula durante el diestro. Esta es la etapa mas larga del
ciclo estral y dura entre 2-3 dias. Hay presencia de células epiteliales nucleadas,
leucocitos y descamadas en la misma proporcion en el frotis vaginal (Figura 2).
Cuanto mas avanzada esté la etapa mas proporcion de células epiteliales
nucleadas. Hay labios normales (no hinchados o engrosados), mucosa vaginal

delgada y humeda.

Al comienzo de esta etapa el epitelio vaginal se encuentra en el nivel mas bajo de
grosor, con aproximadamente de 3 a 7 células de grosor. Existe también la

caracteristica de una infiltracion variable de leucocitos (Westwood, 2008).

Con base en las caracteristicas fisiologicas, hay inactivacion ovérica relativa y
regeneracion de epitelio uterino. Los foliculos ovaricos crecen por la baja cantidad
de FSH y LH, las cuales se preparan para el préximo ciclo (De la Cruz y Pasaro,
1998).

El Gtero se presenta pequefio e inactivo, anémico y poco contractil, en donde los
cuernos muestran un lumen en forma de hendidura y estan cubiertos por un
epitelio cuboidal en donde se encuentran células degeneradas. Ademas, existe un
aumento en la mitosis (Westwood, 2008).

Los ovarios son pequefios, pero con grandes cuerpos luteos en donde hay
presencia de vacuolas en el centro de las células de los mismos, y existe la
formacion de tejido fibroso en la cavidad central (De la Cruz y Pasaro, 1998;
Westwood, 2008).

Al final de la etapa, a nivel vagina, se produce una disminucion en la infiltracion de
leucocitos y una mayor proliferacién de células epiteliales por lo que ocurre el
engrosamiento del epitelio y la formacién de un estrato granuloso. En el Gtero

aparece edema del estroma (Westwood, 2008).
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Tabla 1. Caracteristicas presentes en frotis vaginal, en el ovario y el Gtero en las

diferentes etapas del ciclo estral en la rata.

Fase Duracién Frotis vaginal Ovario Utero
Estro 12 hrs Gran cantidad  Maduracion Méaxima
de células de foliculos. distension.
epiteliales Ovulacion. Inicio de
descamadas degeneracion
vacuolar del
epitelio
uterino.
Metaestro 10-14 hrs Gran cantidad Formacion de Alguna
de leucocitos cuerpos degeneracion
y pocas luteos. vacuolar, pero
células también
epiteliales. regeneracion.
Diestro 60-70 hrs Mayoria Crecimiento  Regeneracién
leucocitosy  de los cuerpos del epitelio
pocas células luteos. uterino.
epiteliales y Foliculos de
nucleadas. distintos
tamanos.
Proestro 12 hrs Gran cantidad  Crecimiento Utero
de células de foliculos.  distendido con
epiteliales Degeneracién fluido
nucleadas. de los cuerpos  aumentando
luteos del ciclo  su tamaiio.

previo.
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Figura 2. Frotis vaginal de las etapas del ciclo estral de la rata.

3.2 Proliferacién celular

La proliferacion celular se define como el aumento del nimero de células debido a la
multiplicaciéon de las mismas por division celular, ocurre en todas las células
presentes en el cuerpo y es primordial para el buen funcionamiento del organismo.
Esta es mas activa cuando se esta desarrollando un nuevo organismo, durante la
embriogénesis o cuando se encuentra un tejido dafiado. En el Utero también ocurre
la proliferacién celular, y ésta sucede por la multiplicacion de las células del epitelio
luminal y glandular (Draetta, 1990; Freeman y Donoghue, 1991; Glotzer et al., 1991).
El Utero presenta cambios en su estructura y en sus funciones, dependiendo de las
concentraciones de los esteroides en las fases del ciclo estral. Esta compuesto por
miometrio (musculo de la pared uterina) y endometrio. EI miometrio contiene dos
capas: una capa gruesa interna circular y otra capa delgada externa longitudinal. El
endometrio contiene un epitelio columnar simple bajo, el cual se le llama también
epitelio luminal, y alrededor hay extensiones a las glandulares las cuales se les

llaman epitelio glandular que penetra el estroma (Hafez, 1970).
En roedores, dependiendo la etapa del ciclo estral en la que se encuentre, va a
ocurrir la proliferacion de las células del Utero; estas etapas se pueden observar

mediante la citologia vaginal exfoliativa a lo largo del ciclo estral.

Los estrogenos desempefian un papel muy importante en la proliferacién celular

en el epitelio uterino. Su funcién la llevan a cabo al unirse al receptor de estrégeno
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1 (a 0 ESR1), el cual es el receptor principal presente en el Gtero y el receptor de
estrégeno 2 (B o ESR2) que posee efectos anti-proliferativos, entre otras funciones
limitadas. Los estrogenos son los responsables de que los procesos de
proliferacion celular en el utero de los mamiferos ocurran, por cambios en la
expresion de los genes y los receptores de estrogeno (ER) y progesterona (PR).
Pero en diversos estudios se ha demostrado que la proliferacion celular en Utero
inmaduro de rata es diferente a ratas adultas. Todas las células del Utero de ratas
inmaduras proliferan en respuesta al 173-estradiol, mientras que en ratas maduras

s6lo las células del epitelio glandular (GE) y luminal (LE) proliferan.

También el estradiol (Ey) forma parte importante de la proliferacion celular. Es
conocido como el mejor inductor mitético de la proliferacion celular uterino (Cerbén
et al., 2018), ya que activa genes que originan el crecimiento uterino como el c-fos,
c-jun y c-myc, los cuales ayudan a la ampliacién de la sefial hormonal E2 y a la
transcripcion de la proteina activadora 1 (AP1) que ayuda a la proliferacion celular.
También se ha observado que la expresion de estos genes es diferente en
animales ovariectomizados tratados con estrégenos que en animales intactos en
el ciclo estral debido a que responden de manera diferente a hormonas esteorides.
En el utero de las ratas adultas ovariectomizadas la proliferacion en el epitelio
luminal y glandular se da por efecto del estradiol, el cual induce la expresion

temprana de proto-oncogenes (Mendoza-Rodriguez et al., 2013).

Diversos estudios han observado que la proliferacion celular en el ciclo estral
comienza en las primeras horas del metaestro, continua durante el diestro y
termina durante el proestro (Tabla 2) (Marcus, 1974). En los dos epitelios,
glandular y luminal se lleva a cabo la proliferacion celular (Figura 3). Sin embargo,
se ha observado que se presenta de forma diferente en las diferentes fases del
ciclo estral; en el epitelio luminal la proliferacion celular se presenta en los dias de
metaestro, diestro y proestro, mientras que en el epitelio glandular la proliferaciéon
celular se presenta solo en los dias de metaestro y diestro (Figura 3); sélo en el

estro y proestro se detecto proliferacion en el estroma (Bertalanffy and Lau, 1963;

15



Leroy et al., 1969; Marcus, 1974; Mendoza-Rodriguez et al., 2013; Burroughs et
al., 2000).

Tabla 2. Actividad mitética uterina durante el ciclo estral (Marcus, 1974).

Mitosis
Epitelio
Dia del ciclo/Tiempo Lumen Glandulas Estroma
Proestro a.m. 404 +4.1 32+x14 19.0+4.9
p.m. 15.3+3.0 1.7+£05 3.2+0.9
Estro a.m. 32+14 04+0.2 1.2+04
p.m. 0.2+0.2 0.2+0.2 0.8+x04
Metaestro a.m. 18.0+24 15.0+4.0 08+04
p.m. 11.6+2.1 20.2+3.0 1.8+0.3
Diestro a.m. 85+1.7 1.7+0.9 2.2+0.6
p.m. 354+35 1.6 £0.7 35.6+5.3
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Figura 3. Proliferacion celular en ciclo estral y porcentaje de nucleos BrdU-

positivos en el epitelio luminal y epitelio glandular (Mendoza-Rodriguez, 2003).



La proliferacion celular principal es del epitelio luminal; las células epiteliales
secretan fluido que contiene enzimas proteoliticas, durante el estro y el metaestro
aumenta la excitabilidad y la contractibilidad del endometrio, que esta controlado
por la progesterona. Aqui mismo, el epitelio luminal se convierte a columnar alto
haciendo que las glandulas crezcan a su maximo y secreten fluido. La
progesterona causa crecimiento de numero de células en el miometrio y disminuye
la musculatura uterina. Al término de la fase lutea, en el diestro, el epitelio que
secretaba fluido se colapsa y el endometrio se reabsorbe, siendo reemplazado por

capa de estroma cubierta con tejido epitelial (Hafez, 1970).

Debido a que la proliferacion de los epitelios uterinos responde a los cambios
hormonales que se dan durante el ciclo estral, este comportamiento nos ayuda a
evaluar los efectos que tienen compuestos contaminantes presentes en el

ambiente que interfieren con el sistema endocrino-reproductivo.

3.3 Bisfenol-A

El bisfenol-A (BPA), 4,4'-(propano-2,2-diil)difenol (Figura 3) inicialmente se
sintetiz6 como un estrégeno, posteriormente se comenzé a utilizar para la
elaboracién de resinas de policarbonato, poliestireno, y epéxidos, los cuales son
parte de la fabricaciobn de polimeros usados en la elaboracion de botellas y
envolturas para alimentos y bebidas, cartones para bebidas, recubrimientos de

latas, material dental y tickets, entre otros.

Debido a su gran uso en diversos productos se han realizado investigaciones
acerca del compuesto, esto debido a que se ha observado su presencia en
muestras de orina de muchas poblaciones. Como resultado se descubrié que el
BPA es el principal compuesto estrogénico que se libera del polimero al alimento o
bebida (Vom Saal et al., 2007), misma via principal de contacto humano, y esta
capacidad aumenta con una exposicion constante y a altas temperaturas (Takao
et al., 2002; Yamamoto et al. 1999; Yoshida et al., 2001).
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Debido al uso y a la exposicién constante del compuesto se supo que no solo era
capaz de migrar del contenedor al alimento, sino que también puede presentar
efectos adversos en el organismo, no soOlo al organismo que lo ingiere
directamente, sino también a su descendencia; ya que se ha observado que
puede atravesar la barrera placentaria y se ha detectado en leche materna, cordén
umbilical, liguido amnidtico, plasma materno y fetal, y en tejido placentario(lkezuki
et al.,, 2002; Padmanabhan et al., 2008; Schonfelder et al., 2002; Tsutsumi et al.,
2005; Vandenberg et al., 2007; Ye et al., 2006).

Algunos de los efectos adversos que provoca el BPA son: incremento en cancer
de mama, infertilidad, afecta el crecimiento y la salud reproductiva, anomalias en
conducta, afectacion en niveles hormonales, incremento de proliferacion celular y
decremento en muerte celular en Utero. Y aunque algunos de estos efectos, si la
exposicién cesa, pueden ser reversibles en etapa adulta, la exposicion al BPA
seguira siendo constante por medio del medio ambiente. Por las razones
anteriores se le ha clasificado como un disruptor endocrino. (Caserta et al., 2013;
Mendoza-Rodriguez et al., 2011; Mok-Lin et al., 2010; Nava et al., 2008; Newbold
et al., 2009).

Debido a los efectos adversos provocados por el BPA, éste ha sido prohibido en la
produccion de botellas de policarbonato para bebes en Canada (2009), Estados
Unidos (2010) y en la Unién Europea (2011). Su uso también se ha prohibido en
empaques de alimento y bebidas en Canada desde 2010 y en Francia desde el
2015 (Cano-Nicolau et al., 2016).

Debido a todo lo dicho anteriormente se sintetiz6 el compuesto bisfenol- S (BPS),
con el propdsito de poder sustituir al BPA en la elaboracion de polimeros y poder
disminuir su consumo, y por consiguiente disminuir los efectos negativos

presentes en los organismos.
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3.4 Generalidades del BPS

El bisfenol-S (BPS), (Figura 5), a diferencia del BPA (Figura 4) que tiene dos
grupos metil en su estructura, se compone por dos grupos hidroxifenol unidos por
un grupo sulfonilo, su nombre comun es 4,4’-sulfonildifenol. Generalmente el BPS
es soélido de color blanco a temperatura ambiente, soluble en etanol, alcohol
isopropilico, acetonitrilo y acetona, y ligeramente soluble en hidrocarburos

aromaticos.

El coeficiente de particion caracteriza la capacidad para migrar y distribuirse en el
medio ambiente, un valor alto refleja solubilidad en lipidos y un valor bajo se
considera como hidrdfilo, por lo cual tiene alta solubilidad en agua. EI BPS tiene un
valor de coeficiente de particion de 1.65, esto quiere decir que es mas soluble en
compuestos organicos que en agua, ya que su valor es mayor de 1 (Chen et al.,
2016) (Tabla 3).

Su coeficiente de adsorcion y degradacién son dependiendo el medio en donde se

encuentre, se degrada mas rapido en el agua (t ¥2=15 dias) y en el suelo (t ¥2 =30

dias) que en sedimento (t %2 =135 dias) (Chen et al., 2016)
HO O ‘ OH HO. : : _OH

I
i
HaC CHa o
Figura 4. Estructura quimica de Figura 5. Estructura quimica de
compuesto BPA compuesto BPS

En la Tabla 3 se observan algunos otros parametros fisicoquimicos del

compuesto.

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos del BPS (Chen et al., 2016)

Peso molecular 250.27 g/mol
Férmula C12H1004S
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Punto de ebullicidon 240-241 °C

Punto de fusion 245-250 °C
pKa 8
Densidad 1.366

Solubilidad del agua 1100 mg/L (a 20 °C)
pH 6.6-7.0
Coeficiente de particion 1.65

Debido a un mayor uso del BPS, sustituyendo al BPA, se ha encontrado que en
estudios realizados en muestras de orina de adultos en Estados Unidos, los
niveles de deteccion presentes de BPA han disminuido de un 97% a 74%, del afio
2000 al 2014 respectivamente. En cambio, los niveles de BPS han aumentado de
un 25% a 74% de deteccion de los mismos afos (Ye et al.,, 2015). Esto quiere
decir que para la fabricacion de diversos polimeros se ha disminuido el uso del
BPA, encontrdndose en menor proporcion en el organismo, en cambio la
deteccion del BPS en el organismo ha aumentado debido a que ha subido la

produccion de polimeros fabricados con dicho compuesto.

3.4.1 Exposicion del ser humano al BPS

El BPS es un compuesto el cual es usado en la elaboracion de polimeros
sintéticos tales como polietersulfona (PES) y polisulfona (PSU), asi como en
resinas epoxi, los cuales se usan para fabricar diversos productos plasticos de uso
diario, tales como biberones para bebés, equipos médicos, papeles térmicos,
tickets, boletos de avién, papel o cartdn reciclado para alimentos, recubrimiento
para latas, papel de envases de alimentos e instrumentos dentales (Ahsan et al.,
2018; Liao et al., 2012; Lotti et al., 2011). Este compuesto se empez0 a utilizar
como sustituto del bisfenol-A, ya que diversas investigaciones en las cuales se ha
evaluado la exposicion a bajas concentraciones de BPA han demostrado que
produce efectos adversos a la salud y a la fisiologia reproductiva (Ahsan et al.,
2018). Sin embargo, se ha reportado que el BPS también tiene la capacidad de

migrar del polimero al alimento o bebida, exponiendo la salud humana; ya que se
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ha detectado la presencia de este compuesto en muestras de orina y en 6rganos
(Cesen et al., 2016; Liao y Kannan, 2013; Wong et al., 2017; Wu et al., 2017; Yang
et al., 2014b).

No solamente se ha encontrado BPS en polimeros o en productos para alimentos,
sino que también se ha encontrado en el medio ambiente, como rios y lagos, asi
como también en muestras de polvo y en los alimentos directamente (Jin y Zhu,
2016; Wang et al., 2015; Yamazaki et al., 2015).

Con respecto al medio ambiente, se detectdé que en las muestras de polvo
recolectadas de casas, laboratorios, oficinas y otras lugares publicos hay una
concentracion significativa de BPS en diversos paises, por lo que los niveles de
contaminacion del compuesto son a nivel mundial. Los paises en donde mas se ha
encontrado el compuesto en el polvo de casa son China, EUA, Rumania, Arabia
Saudita, Japon y Corea, en una concentracion de mas de 100 ng/g, mientras que
en Colombia, India, Pakistan y Vietnam se encontrd en una concentracion menor a

50 ng/g, estos niveles fueron aumentando del 2010 al 2014 (Wang et al., 2015).

También se ha encontrado la presencia de BPS en aguas superficiales,
sedimentos y plantas de tratamiento de aguas residuales en los paises de India
(maximo 7200 ng/L), China, Japén, Corea y EUA, afectando gravemente rios y
lagos como el Rio Pearl y el Lago Taihu en China, debido a las descargas
industriales y el material biolégico, lo cual ocurren diariamente, por lo que los
niveles de BPS en el agua van aumentando (Jin y Zhu, 2016; Yamazaki et al.,
2015).

Existe una dosis de BPA la cual es permitida en la fabricacion de los polimeros,
esta dosis fue establecida por la Agencia de Proteccion al Medio Ambiente (EPA)
y la Agencia de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados Unidos y sugiere que es
una dosis a la cual no se presentan efectos adversos en el organismo. La dosis
sugerida es de 50 pug BPA/kg p.c. /dia. Aun no se determina una dosis permitida
para el BPS, sin embargo se espera que la dosis a usar para la fabricacion de

polimeros con BPS sea igual o menor que la dosis del BPA.
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El BPS se ha encontrado en diversos productos, y en donde mayor concentracion
se ha detectado es en tickets o recibos térmicos (6 pg/g), seguido de envolturas,
boletos de avion, tarjetas de equipaje, periédicos, y aunque no sea en gran
concentracion pero es de gran importancia, en cartones de comida y papeles que
tienen contacto con alimentos (>0.5 ng/g) (Liao, 2012). Esta concentracion tan alta
de BPS en los tickets es de igual manera a nivel mundial, por lo que en mas de un
pais cuenta con un alto nivel de concentracion en el papel térmico. Entre los
paises en los que han encontrado mayor concentracion estan EUA (9 mg/g),

Japoén (6 mg/g), Corea y Vietnam. (Liao, 2012)

Con respecto al BPA, en estudios realizados se ha detectado que al 93% de los
estadounidenses se les ha encontrado el compuesto presente en su cuerpo
(Calafat et al., 2005 y 2008), y estos niveles se pueden relacionar con el gran
consumo de alimentos enlatados como frutas, vegetales o frijoles (LOpez-
Cervantes et al., 2003).

Se sabe que la dieta es la principal fuente de exposicion del compuesto BPS, por
lo que también los alimentos contienen el compuesto debido al medio ambiente o
al contacto con recipientes elaborados con el mismo, ya que éste puede filtrarse
de los materiales de embalaje y contaminar los alimentos. En Estados Unidos y
China se realizd6 un estudio entre los afios 2008-2012 en el cual el BPS fue
detectado en el 21% de 267 alimentos (bebidas, vegetales, carne, cereal) en una
concentracion de 0.13-0.005 ng/g (peso fresco); en el alimento que mas se
encontré el compuesto fue en la carne con una frecuencia de deteccion del 43%
(Wu et al., 2017). También hay investigaciones que dan a conocer mas alimentos
de China, EUA y algunos paises de Europa, en los cuales esta presente el
compuesto, como comida enlatada, cereal y productos de cereal, carne y
productos de carne, pescado y otros mariscos, huevos, leche y productos lacteos,
vegetales, frutas y bebidas (Cesen et al., 2016; Liao and Kannan, 2013; Wong et
al., 2017; Yang et al., 2014b).

Para productos liquidos, encontraron en la miel de Eslovenia contenida en envase

de plastico (302 ng/mL), en la salmuera de los vegetales (70.1 ng/mL), pero mas
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especifico en zanahorias y chicharos (175 ng/mL) de Espafa (Cesen et al., 2016;
Vinas et al., 2010). Pero en donde mas se ha encontrado es en los productos
enlatados, que aunque sea menor la concentracion que se ha encontrado (2.4
ng/mL) los productos enlatados son los mas consumidos, por lo que sugiere que
es la mayor fuente de contaminacion, via oral para el ser humano (Regueiro y
Wenzl, 2015).

El compuesto también se ha detectado en el cuerpo; un estudio realizado en el
2011 en Estados Unidos y en 7 paises asiaticos revelo que en el 81% de las
muestra de orina de mujeres y hombres de entre 2 y 84 afios (n=315) se encontro
BPS a diferentes concentraciones; la media geométrica de la concentracion mas
alta se presenté en Japdén (1.18 ng/mL), seguida de Estados Unidos (0.299
ng/mL), China (0.266 ng/mL), Kuwait (0.172 ng/mL), Vietham (0.160 ng/mL), India
(0.072 ng/mL) y Korea (0.030 ng/mL). El BPS fue encontrado en un 100 % en las
muestras de Japon y Vietham, seguidos de Estados Unidos (97%), China (82%),
India (76%) y Malasia (76%). Estas altas concentraciones se deben a su alta
exposicion a BPS por la sustitucion del BPA en diversos productos como recibos o

tickets en estos paises los ultimos afios (Liao et al., 2012).

Se sabe también que tanto el BPA como el BPS esta presente en el organismo
desde la etapa de gestacion ya que su exposicibn a estos compuestos es muy
alta, sin embargo, para el BPS no hay estudios suficientes que lo comprueben. El
BPA se puede encontrar en leche materna, cordén umbilical, tejido placentario,
plasma materno y fetal, y en fluido amniético (Ikezuki et al., 2002; Padmanabhan
et al., 2008; Schonfelder et al., 2002; Tsutsumi et al., 2005; Vandenberg et al.,
2007; Ye et al.,, 2006). Se ha comprobado que esta exposicion en las etapas
fetales ocurre debido a que el BPA cruza la placenta, ya que no se une a la alfa-
fetoproteina la cual une a los estrogenos (Ikezuki et al., 2002; Padmanabhan et al.,
2008; Schonfelder et al., 2002; Vandenberg et al., 2007). Esto es de gran
importancia; en etapa de gestacion apenas se esta desarrollando el organismo, lo
cual puede provocar que el efecto del BPA sea irreversible y provoque un mal
desarrollo reproductivo, fisiolégico y hormonal (Richter et al., 2007). Para el BPS,
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un estudio realizado en 2015 en Valencia, Espafia mostro que de las 91 muestras
de leche materna s6lo en una se detect6 el compuesto (0.37 ng/mL) (Dualde et al.,
2019). Otro estudio realizado en China entre los afios 2012 y 2014 a mujeres
embarazadas, detectdé que en el 93.7% de las muestras de orina (n=985) se
encontraba el compuesto BPS a una concentracion de 0.16-0.17 pg/L. En las
mujeres que tuvieron un embarazo de mas de 41 semanas se encontr0 una
concentracion mayor de BPS que en las mujeres de embarazo de menos de 41
semanas; por ultimo, el BPS se encontré6 en menor concentracion en madres que
dieron a luz a un nifio varon que en las madres que dieron a luz a una nifia (Wan
et al., 2018).

Ya que no hay suficiente informacion sobre el BPS, se puede pensar que esta
deteccidn en etapa de gestacion se debe a la misma razon por la que el BPA esta
presente en el organismo en infantes, quiere decir que su mecanismo de accion
por el cual atraviesa la placenta o por el cual se encuentra en el liquido amniotico

es el mismo, afectando de la misma manera a los infantes.

3.4.2 Efectos adversos del BPS

Ya que se ha observado que se tiene una constante interaccién con el BPS por el
medio ambiente, los alimentos y bebidas o por trasmision via materna, se espera
gue esto tenga consecuencias en el organismo presentando mdultiples efectos

adversos.

De acuerdo con la European Chemicals Agency (ECHA), se ha llevado a cabo un
estudio con documentacion limitada sobre la toxicidad reproductiva y en el
desarrollo. Dicho estudio refiere unos Niveles Sin Efecto Adverso Observado
(NOAEL) de BPS de 60 mg/kg de peso corporal/dia para la toxicidad reproductiva
(European Chemicals Agency), mientras que para el BPA es de 5 mg/kg de peso

corporal/dia.
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Aunque sean en dosis bajas las que se usen para la fabricacion de polimeros, si el
consumo o el uso es constante puede traer a la larga efectos negativos en el

desarrollo fisiologico y en el sistema endocrino.

En cuanto a las propiedades de alteracion endocrina, se considera que el BPS
tiene una potencia estrogénica comparable al BPA, ya que muestra una afinidad
de unién a receptores de estrégenos mucho menor que el estradiol. Analisis in
vitro indicaron que el BPS es un activador de ambos receptores de estrogeno (ER)
humanos y un antagonista débil del receptor de andrégenos (AR) (Grignard et al.,
2012). Sin embargo, en otro estudio in vitro han reportado que es poco activo
como ligando para receptor de estrégenos e induce dafios en ADN en células
HepG2 a 0.1uM (Moreman et al., 2017). En algunos casos, no todos, pero los
disruptores endocrinos como el BPS o el BPA tienen afinidad de unién por el
receptor de estrogenos (ER) a y ER B (Kato et al., 2003).

El andlogo BPS tiene un gran potencial de alteracién endocrina: se han observado
diferentes efectos, por ejemplo, que ocasiona disminucion de produccion de
testosterona y aumento en peso uterino por disminucion de muerte celular o por
aumento en la proliferacion celular en el Gtero, y ademas interfiere con la lipolisis y
la lipogénesis dando como resultados el almacenamiento de triglicéridos en
grandes cantidades, generando obesidad, también altera el desarrollo sexual y
fisiologico, y altera los niveles hormonales. Esto quiere decir que también genera
efectos negativos en el aparato reproductivo tanto femenino como masculino, y en
la salud (Ahsan et al., 2018).

En roedores, que tuvieron una exposicion perinatal al BPS, desde niveles de dosis
minimas recomendada para humanos (50 mg/kg peso corporal/dia, tomando como
referencia el LOAEL del BPA), se han observado efectos en la salud como
sobrepeso, alteraciones metabolicas en machos adultos y alteracion en

comportamiento de las mamas (Goodrich et al., 2019).

Como ya se habia mencionado anteriormente, el BPA también es causante de

diversos efectos adversos en el organismo. Algunos de estos son similares al
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BPS, y se piensa que es debido a que son analogos por lo que pueden actuar de

igual manera alterando el sistema endocrino.

Con respecto al aspecto reproductivo, se ha reportado, en ratas tratadas
neonatalmente por via subcutanea del dia 1 al 8 de gestacion con BPA (10 mg
BPA/ kg p.c/dia), una disminucién en el nimero de crias (Tachibana et al., 2007).
También se observéd que a una exposicion perinatal de dosis de 0.25 ng, 250 ng y
25 ug BPA/kg p.c. del dia 8 de gestacion al dia 16 de lactancia, fue menor el
namero de hembras prefiadas (Cabaton et al.,, 2011). Sin embargo, en otro
estudio, en el que se trataron ratas del dia 6 de gestacion al periodo de lactancia,
no se observaron cambios en el ndmero de crias en ninguno de los dos
tratamientos (1 y 10 mg/L) (Rubin, 2001). Para el BPS no se han realizado
estudios que determinen si hay o no un cambio en el nimero de crias por la

exposicion de dicho compuesto.

Para evaluar el desarrollo sexual se toma en cuenta la DAG, en donde han
encontrado que la exposicion perinatal del BPS, del dia de gestacion 8 al dia de
lactancia 2, no genera diferencia significativa entre ninguno de los 4 tratamientos
(control, 2 pg, 200 pg y 2000 ug BPS/kg/ dia), al igual que para el BPA en
exposicion del dia 6 de gestacion al periodo de lactancia, no se observaron
cambios en la distancia en ninguno de los dos tratamientos (1 y 10 mg/L). (Kolla 'y
Vandenberg, 2019; Rubin, 2001). Sin embargo hay estudios en donde si se ha
observado cambios significativos en la DAG; en un estudio realizado por Honma et
al., (2002) en el cual se administr6 via subcutanea dosis de 2 y 20 pg/kg de BPA
del dia 11- 17 de gestacién, se observaron cambios significativos tanto en
hembras como en machos en donde hubo un incremento en el DAG en ambas
dosis. Tyl et al., (2002) administrando dosis de 0.001, 0.02, 0.3, 5, 50, y 500
mg/kg/dia de BPA por dieta ad libitum, observo de igual manera un incremento en
la DAG solamente en las hembras F2 en las dosis de 0.001, 0.02, 0.3 y 50
mg/kg/dia.

Con respecto a los cambios de peso, se realizé un estudio a exposicién perinatal

del BPA en donde se administré via oral a dosis baja (1 mg/L) y a dosis alta (10
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mg/L) del dia 6 de gestacion hasta el dia del destete de las crias. Se observo que
del dia 4 al dia 11 postnatal las ratas tratadas a dosis alta y baja pesaban mas que
las ratas control. A partir del dia 11 al 22 ya las ratas de dosis baja pesaban méas
que las ratas de dosis alta y control. Sin embargo, del dia 28 al 110 se observo
una diferencia significativa entre los pesos de las ratas hembra de dosis baja y
dosis alta respecto al control, pero no en los machos (Rubin et al., 2001). De igual
manera, en exposicion perinatal en una dosis de 50 pg/kg/dia se observd un
cambio significativo en el aumento de peso a partir de los 6 meses. (Wang et al.,
2014). En otro estudio, al 93.7% de las mujeres embarazadas se les detect6 BPS
en la orina; una vez dando a luz, no se observaron cambios significativos en los

pesos de los bebés recién nacidos (Wan et al., 2018).

Para BPS, a exposicion via subcutanea del PND 1 al PND 10, en dosis de 0.5,5y
50 mg/kg BPS, se observo que las crias, desde el dia 30 post-natal, aumentaron
de peso significativamente con respecto al grupo control sélo en la dosis mas alta
(Ahsan et al., 2018).

Asi mismo, para BPS no hay reportes acerca de efectos en el ciclo estral de las
ratas, sin embargo para BPA se ha observado que el ciclo estral si es afectado por
la exposicion en utero, en donde del dia de gestacion 11 hasta el nacimiento, a
dosis bajas de BPA (0.5 pg/kg/dia), pero no por la exposicion a dosis altas (50
ug/kg/dia) (Moore et al., 2015; Wang et al., 2014). En otro estudio, se observo que
a partir de los 4 meses mas hembras tratadas con dosis alta (10 mg/L) presentan
una irregularidad en el ciclo estral, en comparacién con las tratadas en dosis baja
(1 mg/L) y control (Rubin et al., 2001).

En exposiciébn neonatal por inyeccién subcutanea del dia post-natal O al 9, en
dosis de 1 y 4 mg BPA se presento irregularidad en el ciclo estral en el 75 % de
las ratas, en donde la duracion del ciclo estral variaba de 3 a 13 dias (Kato et al.,
2003).

La exposicion al BPA también es capaz de alterar los niveles hormonales
circulantes. La exposicion perinatal a BPA, del dia 6 de gestacion al periodo de

lactancia, en dosis alta (10 mg/L) provoco una disminucion significativa en los
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niveles de la hormona luteinizante (LH) en el plasma ya cuando se encontraban en
etapa adulta (Rubin, 2001). En otro estudio, se administr6 BPA a concentracion de
10 mg/L del dia 6 al 21 de lactancia por via oral en donde se determiné los niveles
de E, y P4, sin embargo en ninguno de los dos se observo diferencia significativa

con respecto al control (Mendoza-Rodriguez et al., 2011).

Uno de los efectos mas importantes y mas conocidos de los disruptores
endocrinos, es el cancer: se sabe que los disruptores endocrinos son uno de los
muchos factores de riesgo para el desarrollo del cancer, y existen investigaciones
las cuales indican que estan relacionados con el desarrollo de cancer de mama,
de prostata, de ovario, de testiculo, de tiroides, de pulmén, de pancreas, rifién, de
cerebro en general. Esto debido a la alta exposicion de estrégenos, por contacto
de estos disruptores, que influyen al desarrollo de la enfermedad tumoral (Arvelo
et al., 2016).

El mas importante y preocupante es el cancer de mama, ya que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha reportado que es el cancer mas diagnosticado en

mujeres, presentandose en un 16% de todas las mujeres (Arvelo et al., 2016).

Se piensa que uno de los muchos compuestos involucrados en el desarrollo del
cancer de mama, son los disruptores endocrinos, tanto el BPA como el BPS. Un
estudio revel6 que existen genes con un gran potencial de ser regulada su
transcripcion por el BPA, los cuales pueden ser importantes para el desarrollo del
cancer de mama. Entre ellos AREG, CYP19Al1, ESR2, FOS, IGF1, KRAS,
NCOA1, NCOR1, PGR y STC2, estos genes se dice que son sensibles a
estrogenos. Los receptores de estrégenos a (ER a) y B (ER B), y el receptor de
estrogeno 1 acoplado a la proteina G, son los receptores que median la respuesta
estrogénica en el tejido mamario, por lo que sugieren que hay un mayor riesgo de
cancer de mama debido a la alteracién en la regulacion de los genes sensibles a

estrogenos a través de los receptores de estrégenos (Morgan et al., 2017).

La exposicion perinatal de BPA, del dia 6 de gestacion al periodo de lactancia,
provocé un aumento en el desarrollo de tumores mamarios en las ratas

descendientes F1 (al 10% de control, 20% dosis bajas (1 mg/L) y 28% dosis alta
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(10 mg/L)), aunque esta diferencia no fue significativa. Aun asi, existe el riesgo y la
posibilidad de que una exposiciébn al compuesto o el incremento de estrogeno
estén relacionados con el cancer de mama (Rubin, 2001).

Para el BPS, se ha observado que la exposicion perinatal del dia 8 de gestacion al
dia 2 de lactancia, a dosis bajas de 2 ug BPS/kg/dia provoca una disminucion
significativa en el area ductal de la glandula mamaria, respecto al grupo control.
También hay efecto en el gen Esr1 (gen que codifica receptor de estrégeno a), en
donde a dosis de 200 pg BPS/kg/dia, hay un aumento de la expresion del mismo,

respecto al control (Kolla y Vandenberg, 2019).

Otro de los efectos adversos del BPS es la reduccion de la secrecion de la
testosterona; un estudio realizado en testiculos de ratones y humanos (los
testiculos de humano fueron tomados de fetos legalmente abortados durante el
primer trimestre de embarazo, aproximadamente de 6 a 11 semanas de gestacion)
dieron como resultado una disminucion de la secrecion de testosterona durante los
3 dias usando el tratamiento FeTA en una dosis de 100 nmol/L, lo cual indica que
el BPS presenta efectos antiandrogénicos, por lo cual el compuesto puede ser
dafiino para la funcion fisiolégica tanto en humanos como en roedores (Eladak et
al., 2015).

En el pez cebra, una exposicion de 0.5 pug BPS/L ha demostrado cambios
negativos en reproduccion e indice gonadosomatico, reduccion de testosterona en
machos (50 ug/L) y aumento en concentraciones plasmaticas de 173-estradiol (E)
en machos y hembras (0.5 y 50 ug/ L). Fisiolégicamente, se observaron efectos
adversos como edema cardiaco, anormalidad craneo-facial y malformacion en
desarrollo de la cola (dosis de 20, 50, 100 y 200 mg/L), hemorragia craneal (dosis
200 mg/L) y deformidad del saco vitelino (20 mg/L) (Moreman et al., 2017).

Los disruptores endocrinos también pueden tener efectos sobre la proliferacion y
la muerte celular uterina. En el caso de la proliferacién celular, se han realizado
estudios con ratas, de 7-8 semanas de edad, tratadas con BPA (18.75, 37.5, 75,
150 y 200 mg/kg) en donde se observo un incremento de la proliferacion celular

uterina y vaginal, la cual fue dosis dependiente (Steinmetz et al., 1998)
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Asi mismo, se ha observado que la exposicion perinatal a BPA causa cambios en
la fisiologia uterina cuando estos animales llegan a etapa adulta. Se les implant6 a
ratones FO, bombas osmdticas con dosis de 25 6 250 ng BPA/ kg p.c./dia por 14
dias, comenzando en el dia 9 de gestacion. En los animales F1, al llegar a etapa
adulta (3 meses de edad) se observo un decremento en el peso tanto uterino
como vaginal en ambas dosis respecto al grupos control; sin embargo, sélo fue
este decremento significativo para el peso vaginal a dosis de 250 ng BPA/kg
p.c./dia. En el mismo estudio, se realizd la cuantificacion de niamero de células
proliferativas en donde se observé que con el aumento de dosis, habia un
aumento en el numero de células proliferativas tanto en el epitelio glandular como
en el luminal uterino; sin embargo, so6lo fue esta diferencia significativa en el

epitelio glandular a dosis de 250 ng BPA/kg p.c./dia (Markey et al., 2005).

La proliferacion celular uterina también se puede ver reflejada en el peso uterino,
como en el caso anterior, este parametro nos puede indicar si el aumento o la
disminucién del peso se pueden deber por un aumento en la proliferacion celular

y/o una disminucién de la muerte celular, o viceversa.

Para exposicion neonatal también se han encontrado estudios en donde por
inyeccion subcutanea del dia postnatal 0 al 9, se observo que en una dosis de 4
mg de BPA el peso del atero disminuyo con respecto al grupo control, esto se
evaluo en etapa adulta (dia 97 post-natal) (Kato et al., 2003). Sin embargo, en otro
estudio a ratones ovariectomizados, de edad de entre 35 y 60 dias, por
administracion via subcutanea de BPA por 4 dias se observo lo contrario, es decir
se observé un incremento en el peso uterino con respecto al control desde dosis

de 0.8 a 8 mg/dia (Papaconstantinou et al., 2000).

Para el BPS no se han realizado los suficientes estudios con respecto a algunos
efectos adversos que anteriormente se mencionaron, sin embargo como es un
analogo del BPA se piensa que puede tener un efecto similar y hasta menor dado
gue este se esta sustituyendo en diversos productos con la intencion de mejorar la
salud humana. Por lo tanto, es importante conocer el efecto que provoca el BPS

sobre un érgano que es hormono regulado, como lo es el utero.
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IV. Planteamiento del problema

Los disruptores endocrinos son agentes externos al organismo que alteran la
sintesis, liberacion, transporte, metabolismo, enlace, accién o eliminacion de las
hormonas. Estructuralmente se unen a receptores hormonales del organismo y

presentan toxicidad si se tiene contacto constante con ellos.

En tiempos actuales, se sabe que el disruptor endocrino BPS tiene la capacidad
de migrar del envase al alimento, por lo que se ha dado a conocer como
compuesto dafino que se ha encontrado en orina de diversas poblaciones, tantos
en hombres como en mujeres, y se ha observado que este puede afectar al
aparato reproductor, pudiendo ser una de las muchas causas de la infertilidad y
desarrollo de cancer. Su consumo y uso se ha incrementado por el reemplazo del
BPA, sin embargo se ha observado en diversos estudios que el contacto diario
también da origen a efectos adversos a la salud, aln si se usa en dosis pequefias.
Debido a que el BPS esta siendo usado como sustituto del BPA, se esta
presentando en mayor cantidad y los niveles presentes en la industria han
aumentado, por lo que es importante estudiar qué efectos adversos puede tener
en el organismo, tanto en lo hormonal, como en lo fisiolégico.

En la actualidad, no se encuentran muchas informacion acerca del compuesto
BPS vy sus efectos en la salud, por lo que en la presente investigacion se estudia
los efectos adversos que puede presentar el compuesto BPS en el desarrollo
fisiologico y reproductor, y qué repercusiones puede tener en la proliferacion
celular uterina que se da en el epitelio luminal y en el epitelio glandular, ya que es
muy importante en el organismo un buen desarrollo celular en el aparato
reproductor; todo esto con el propésito de hacer conciencia en la sociedad acerca

de su uso diario y sus consecuencias.

31



V. Hipotesis

El Bisfenol-S se le conoce como un disruptor endocrino, por lo tanto, se espera
gue la exposicion a este compuesto durante la etapa perinatal tenga efectos
adversos en los animales de experimentacion, tanto en su crecimiento y desarrollo
del sistema reproductivo, asi como en la division y multiplicacion de las células

uterinas en el epitelio luminal y glandular.

VI. Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar los efectos de la administracion perinatal de dosis bajas o altas de BPS
sobre el desarrollo del sistema reproductivo, concentracion hormonal y

proliferacion celular del endometrio uterino en ratas hembra.

6.2 Objetivos particulares

e Evaluar los efectos de la administracion de dosis baja (0.05 mg/kg pc/dia) o
alta (20 mg/kg pc/dia) de BPS en las ratas Wistar (FO) del DG 6 al DP 21
sobre el porcentaje de crias hembra y macho nacidas, y en el control del

peso después del periodo de lactancia.

e Evaluar los efectos de la administracion perinatal de dosis baja o alta de
BPS en las crias de ratas Wistar (F1) sobre:
o desarrollo del sistema reproductivo:
= distancia ano-genital
» regularidad del ciclo estral
o control de peso por semana después del periodo de lactancia
o niveles hormonales

o proliferacion celular de los epitelios uterinos
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VIl. Metodologia

-
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7.1 Animales de experimentacion

Se usaron ratas hembra Wistar adultas de peso entre 160-180g (F0); n= 30 ratas,
bajo estrictos controles de periodos luz: obscuridad 12h: 12h, con agua y comida

ad libitum. Se obtuvo muestra vaginal diaria para evaluar el ciclo estral.

7.2 Evaluacion diaria del ciclo estral y apareamiento

Para la evaluacion del ciclo estral se utilizé asa bacteriolégica, la cual previamente
se esterilizo al rojo vivo y seguido se enfrié con agua. Se realizé la toma del fluido
vaginal y se tomé, con la misma asa, una gota de agua para poder facilitar la
expansion de la muestra en el portaobjetos. El procedimiento se repitid
diariamente por aproximadamente un mes hasta que hubiera regularidad en el

ciclo, debido a que se recibi6 a las ratas jovenes, para comenzar a aparearlas.

Una vez conseguidas las muestras y fijadas en el portaobjetos se realiz6 la tincion
del frotis: Se coloco el colorante hematoxilina directamente en el portaobjetos y se
dej6 por 7 minutos, pasado el tiempo se enjuagé con agua destilada;
posteriormente se colocd en solucion saturada de carbonato de litio por 5
segundos para virar el colorante anterior, y se enjuagdé nuevamente con agua
destilada, seguido se dejo secar. El siguiente colorante que se le aplicé fue eosina
gue se dejo por 10 minutos; pasado el tiempo se enjuagd con etanol al 70%,

finalmente se dej6é secar para posteriormente poder observar en microscopio.

Una vez que se observé en microscopio se analizo el tipo de células que habia en
la muestra tomada y se definié en qué etapa del ciclo estral se encontraba la rata.
Ya que se observo una regularidad en el ciclo estral de la rata se pusieron a
aparear en la tarde de la etapa del proestro con ratas macho Wistar de peso entre
225-250g.

El dia posterior de que se dejaron en apareamiento, se corroboré por medio del
tapdn de esperma y/o por la presencia de esperma en frotis vaginal, que la rata

guedo gestante, tomando ese dia como primer dia de gestacion (DG1).
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7.3 Administracion de tratamiento farmacoldgico a ratas Wistar FO

El dia 6 de gestacién se hicieron 3 grupos de 10 ratas cada uno: Control, BPS
dosis alta y BPS dosis baja y se inici6 tratamiento, el cual se administré hasta el
dia 21 de lactancia. Se administré el BPS (Sigma-Aldrich) por via oral diluido en
etanol al 0.1% y disuelta en agua potable; la preparacion de las dosis se empiezan
por pesar el compuesto BPS en balanza analitica, se disuelve en el etanol
utilizando tubo de microfuga y vortex para la disolucion completa, y se coloca en el
agua (En el caso del grupo control, sélo se administré agua con etanol al 0.1%). El
agua se coloco en botellas de vidrio para evitar la contaminacion de disruptores
endocrinos presentes en botellas de policarbonato. Las dosis de BPS usadas
fueron: dosis baja (concentracion 0.05 mg/kg peso corporal/dia) y dosis alta
(concentracion 20 mg/kg peso corporal/dia). Para la preparacion de estas dosis se

tomo en cuenta el peso de cada rata para poder ajustar las dosis.

Las concentraciones de las dosis administradas se decidieron con base en las
concentraciones permitidas por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (U.S. EPA) del compuesto BPA.

Se usaron estos dos tipos de dosis para poder comparar el efecto adverso que
pudiera tener en la proliferacion celular y en el desarrollo del aparato reproductor.
El protocolo de investigacion cuenta con la aprobacion del Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
Quimica, UNAM.

Se pesaron las ratas cada semana y se midio la cantidad de agua ingerida todos

los dias para calcular la cantidad en mg de BPS ingerido por dia de cada rata.

7.4 Caracterizacion fenotipica de crias F1

Las crias obtenidas (F1) se separaron de la madre (destete) al dia 21 de lactancia,
por lo cual estuvieron expuestas al BPS a través de la madre desde el dia 6 de la
gestacion hasta el dia 21 de la lactancia. A partir de ese momento, las crias F1

tomaron agua libre de BPS. El dia del destete se sexaron las crias y se separaron
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hembras de machos colocandolas en jaulas diferentes. Se evaluo el peso corporal
por medio de la balanza electronica, y la DAG con vernier. La DAG nos ayudo6 en
gran parte a poder caracterizar a las ratas por hembra y macho, y se midié en mm,
dividido entre la raiz cubica del peso corporal en gramos para poder observar su
desarrollo de genitales. Las crias previamente separadas, tanto hembras como
machos, se marcaron y se les coloco agua libre de BPS y comida ad libitum. Se
monitorearon cotidianamente hasta observar apertura vaginal. Una vez que los
animales F1 alcanzaron la etapa adulta se evalud el ciclo estral; se seleccionaron
al azar animales de cada grupo (9 de control, 7 dosis alta y 9 de dosis baja) los
cuales se sacrificaron alrededor de las 12:00 h en la etapa del metaestro. En el

sacrificio se les extrajo Gtero, ovarios y sangre.

7.5 Evaluacién de niveles hormonales séricos

Una vez que se extrajo la sangre se colocaron las muestras en la centrifuga,
seguido se obtuvo la separacion del coagulo y el suero, el cual por medio de
pipeta pasteur se extrajo y se colocdé en tubos de microfuga. Los tubos se

guardaron a temperatura de -70°C.

La obtencion de los niveles séricos de progesterona (P4) y estradiol (E2) fue por
medio del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (DRG Instruments
GmbH, Marburg, Alemania). La sensibilidad de los ensayos fue de 0.4 pg/mL para
E2 y 0.1 ng/mL para P4, y los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron
7.84% y 7.01% respectivamente para E2,y 8.01% y 7.56% para P4.

7.6 Procesamiento del tejido

Una vez extraidos los Uteros se cortaron en pequefios trozos de aproximadamente
1 cm y fueron fijados en paraformaldehido al 4% por 2h. Los tejidos se lavaron en
PBS a pH=7.4 (0.13M NacCl, 0.002M KCI, 0.01M Na,HPO, y 0.0018M KH,PO,).
Posteriormente los tejidos se procesaron en el histoquinete Microm, se

deshidrataron de manera que fueron sumergidas durante 15 minutos en
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disoluciones de concentraciones crecientes de etanol (50, 60, 70, 80, 90, 96 & 100
% vlv) y posteriormente 1 hora en dos recipientes de xilol, para finalmente ser
parafinadas durante 2 horas, finalmente se incluyeron en parafina haciendo
bloques que contenian muestras de 3-5 ratas por cada tratamiento. En total se

obtuvieron 6 bloques.

Un vez que se tuvieron los bloques se hicieron cortes de 5 um de grosor en un
microtomo Leica modelo RM2145 y se montaron 3 cortes por cada laminillas
previamente tratadas con poli-L-lisina (Sigma- Aldrich): los portaobjetos fueron
limpiados con etanol al 96 % y sumergidos durante treinta minutos en una solucion
de poli-L lisina (50 pg de poli-L lisina/mL de tris-HCI 10 mM, pH 8.0), se secaron y
se repitio el procedimiento hasta obtener las laminillas suficientes para colocar los

cortes.

7.7 Procedimiento de tincion para determinacion de proliferacion

celular

Para determinacién de proliferacion celular, se cuantifico la cantidad de nucleos
BrdU positivos en el epitelio luminal y glandular uterinos. Para esto, primeramente,
se inyect6 por via intraperitoneal a las ratas, 2 horas antes del sacrificio con
bromodeoxiuridina (BrdU) (Roche) (50 mg/ kg peso corporal). Las células
proliferando se detectaron con un anticuerpo anti-BrdU (Roche), las cuales se
observaron por microscopio de fluorescencia. Brevemente, las laminillas se
desparafinaron a 60°C por 30 minutos, seguido de lavados en xilol (J. T. Baker)
(100%), xilol-etanol (50% - 50%). Los tejidos se rehidrataron en soluciones de
concentraciones decrecientes de etanol (J. T. Baker) (100%, 96%, 90%, 80%, 70%
y 50%) por 5 minutos cada uno hasta un ultimo lavado en PBS. Se llevo a cabo la
recuperacion de antigenos calentando en solucion Citrato de sodio (Sigma-Aldrich)
10 mM pH 6, dos veces por 10 minutos en microondas a ebullicién. Los cortes se
lavaron con PBS dos veces por 5 minutos, se permeabilizaron con 0.5% de Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) disuelto en PBS por 10 minutos, se lavaron en PBS dos
veces por 5 minutos, y se bloquearon con 5% de albumina sérica bovina (BSA)
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(Jackson InmunoResearch) disuelta en PBS por 30 minutos. Los cortes se
incubaron con anticuerpo a-BrdU (Roche) dilucién 1:20 en buffer de incubacion por
60 minutos a 37°C (al control negativo no se le pone el anticuerpo). Se realizaron
2 lavados de PBS por 5 minutos y se incub6 con anticuerpo secundario rabbit a-
mouse marcado con FITC (Roche) a una diluciéon 1:20 en PBS por 2 horas a
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS por 5 minutos (en
obscuridad total) y finalmente se montaron con medio de montaje para

fluorescencia con DAPI para observar en microscopio.

7.8 Cuantificacion de células proliferantes y células totales

Para la cuantificacion de las células se utiliza microscopia de fluorescencia. Cada
nacleo del epitelio luminal y epitelio glandular marcado con el anticuerpo anti-BrdU

se observo en fluorescencia.

La toma de imagenes fue por medio de la camara del microscopio, se hizo la
captura de las imagenes usando el objetivo de 40x. Se cuantifico células totales y
células en proliferacion de forma manual. El conteo de cada laminilla fue ciego

(Sin saber a qué grupo pertenecia).

7.9 Andlisis de datos

El andlisis de datos y la obtencion de graficas se realizé6 con ayuda de los

programas Prism®, Microsoft Excel® y Adobe Photoshop®.

Para los resultados del porcentaje de crias machos y hembras, peso semanal de

rafas FO, y relacion DAG/(peso corporal)l’3

, peso semanal, regularidad de ciclo
estral y cuantificacion de células proliferativas de las ratas F1, se realizd un
analisis de varianza seguida con una prueba de Tukey para conocer si habia
diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los dos tratamientos con respecto

al grupo control.
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VIll. Resultados

8.1 Dosis de BPS ingerida

Se evaluo la cantidad de agua ingerida por cada hembra gestante FO durante todo
el tiempo de tratamiento (del dia 6 de la gestacion al dia 21 de la lactancia) y de
esta forma se determind la dosis de BPS ingerida por cada animal (Tabla 4).

Como se observa en la Tabla 4, el promedio de las dosis ingeridas por dia difiere
un poco del establecido, ya que para BPS dosis alta la dosis era de 20 mg/Kg
peso corporal/dia y para BPS dosis baja la dosis establecida era de 0.05 mg/Kg
peso corporal/dia. Sin embargo, no afectaria al estudio ya que entre ellas no
exceden de 10 mg, sélo en la rata C5,3 se observa una gran diferencia de 0.21
mg/Kg peso corporal/dia a 0.05 mg/Kg peso corporal/dia. Estas diferencias son
debidas a la cantidad de agua ingerida por dia de cada rata en el periodo de

gestacion y de lactancia.

Tabla 4. mg de BPS ingeridos/Kg peso corporal/dia de cada uno de los animales
tratados. De derecha a izquierda: BPS Dosis baja, BPS Dosis alta.

23.40 0.07
3,1 c5.1

30.81 0.07
C3,2 C5,2

29.45 0.21
C3,3 C5,3

25.45 0.06
C34 C5,4

21.05 0.05
C35 C5,5

33.35 0.07
C4,1 C6,1

30.82 0.08
C4,2 C6,2

22.35 0.08
C4,3 C6,3

30.36 0.06
ca.4 C6.4

29.05 0.05
C4,5 C6,5
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8.2 Porcentaje de crias hembras y machos por tratamiento

De cada tratamiento se pusieron a aparear 10 hembras FO. Del grupo control, las
10 hembras tuvieron crias, mientras que de las hembras tratadas con BPS-L
tuvieron 9 y las de BPS-H fueron 7 las hembras que tuvieron crias. El promedio de
la duracion de la gestacion fue igual en los tres grupos (C: 22+0.15; BPS-L:
21.67+0.17; BPS-H: 22.14+0.14). El nimero de crias por camada se presenta en
la figura 6A, en la que se observé que el numero de crias por camada no present6
cambios entre los diferentes tratamientos. En la figura 6B se observa el porcentaje
de machos y hembras nacidas por tratamiento. A pesar de que se observa una
disminucion en el nimero de hembras nacidas de los animales tratados con BPS,
el analisis estadistico indica que no existe una diferencia significativa entre el
porcentaje de crias macho y hembra entre el grupo Control y los tratados con
BPS. Esto quiere decir que la exposicion y la cantidad ingerida del compuesto
BPS, tanto en dosis alta como en dosis baja, no afecta en el nimero de hembras y

machos nacidas por cada rata FO.

Figura 6A Figura 6B

Crifas por camada Porcentaje Hembras VS
Machos

159

100%

wd T

%% 4286 5543 55.88

60%

40%
o 2714 aas57 4412

0%

Porcentaje de crias

Control BPS Baja BPS Alta

Hembras Machos

Figuras 6. 6A) Porcentaje de crias por camada.6B) Porcentaje crias hembras y
machos por tratamiento. n=10 camadas de control, 9 camadas de BPS-L y 7
camadas de BPS-H.
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8.3 Peso promedio semanal de ratas FO

En la figura 7, se observa el cambio de los pesos semanal de las ratas FO después
del dia 21 de lactancia, una vez que se retir0 el tratamiento de BPS y se destet6 a
las crias. Con base a la prueba ANOVA con prueba post hoc de Tukey (diferencia
significativa p < 0.05) se determind que no existe diferencia significativa en el peso
corporal entre los animales tratados con BPS y los animales Control. Lo anterior
indica que el compuesto BPS no interfiere en el peso después de interrumpir el
tratamiento el dia 21 del periodo de lactancia aun si la exposicion del compuesto

fue directa (via oral).

Peso de ratas FO

—o— Control

BPS-L
230 - —a— BPS-H

Semanas

Figura 7. Peso semanal de ratas FO después de periodo de lactancia. Se muestra
el valor promedio + el ESM. n=10 animales del grupo control, 9 del grupo BPS-L y
7 de BPS-H.

8.4 Efecto del BPS sobre la relaciéon distancia ano-genital/(peso

1/3

corporal)™ en la generacion F1

Al dia 21 del periodo de lactancia se les determin6 peso y DAG a las crias F1. La
DAG es un biomarcador sensible al medio ambiente hormonal durante la etapa
fetal y una medida de la toxicidad reproductiva en modelos animales. En las
figuras 8 y 9 se observa el promedio de la relacion de estas dos determinaciones

tanto en hembras como en machos. Los animales tratados con la dosis alta de
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BPS (BPS-H) presentaron una disminucion significativa de la relacion de la
DAG/peso” respecto a los animales control, y tanto en hembras como en machos
F1. Esto sugiere que hubo una alteracion en el desarrollo genital y en el
crecimiento de las crias, presentandose una disminucion en el promedio para los

animales que se trataron con BPS dosis alta.

HEMBRAS

0.35

(cm/g”~1/3)

0.30 9

0.254

DAG/(peso)*1/3

Figura 8. Relacién de la distancia anogenital/peso'”® al dia 21 de lactancia en
hembras. Se muestra el valor promedio + el ESM.*p<0.05 Control vs BPS-H. n= 49
C, 41 BPS-L, 30 BPS-H animales por tratamiento.

MACHOS

0.50 1

0.48 1

0.46 1

0.44 9

0.42

DAG/(peso)*1/3 (cm/g~1/3)

Figura 9. Relacién de la distancia ano-genital/peso'® al dia 21 de lactancia en
machos. Se muestra el valor promedio + el ESM. *p<0.05 Control vs BPS-H. n= 35
C, 51 BPS-L, 38 BPS-H animales por tratamiento.
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8.5 Peso corporal de ratas F1

En las figuras 10 y 11 se observa el peso semanal de las ratas F1 hembras y
machos del dia 21 hasta el dia 91 postnatal. En ambas se realizdé analisis
estadistico ANOVA de una via con prueba post hoc de Tukey (con diferencia
significativa p < 0.05), el cual determiné que los animales machos tratados con
BPS-L, presentaron una disminucion significativa en el peso, con respecto al grupo
control. En el caso de las hembras, el grupo BPS-L presentdé una disminucién
significativa del peso, respecto al control, en los dias 21 y 77 postnatal, mientras
gue los animales del grupo BPS-H presentaron un aumento significativo del peso,
respecto al grupo control, en los dias 63, 77 y 84 postnatal.

Peso Hembras (g) — BPS-H
250 - . -8 BPS-L
* Control
200 L r 3
5 W
o
7]
(]
[a

0 T T T T T T T T T T T

21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91

Dias post-parto

Figura 10. Peso de ratas F1 hembras. Se muestra el valor promedio + el ESM.
*p<0.05 BPS-L vs Control y BPS-L en el dia 21 postnatal. *p<0.05 BPS-H vs
Control y BPS-L en los dias 63, 77 y 84 postnatal. “p<0.05 entre los 3 grupos en el
dia 77 postnatal. n= 49 C, 41 BPS-L, 30 BPS-H animales por tratamiento.
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Peso Machos (g)

400 7
—+— BPS-H

-~ BPS-L

300 A
Control

200 A

Peso (g)

100 A

0 :( 1 L] L] L] L] 1 T T T 1

21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91

Dias post-parto

Figura 11. Peso de ratas F1 machos. Se muestra el valor promedio + el ESM
*p<0.05 BPS-L vs Control y BPS-H en los dias 21, 28, 35, 42, 49, 63, 77 y 84
postnatal.*p<0.05 Control vs BPS-L en los dias 56 y 70 postnatal. n= 35 C, 51
BPS-L, 38 BPS-H animales por tratamiento.

8.6 Regulacion del ciclo estral en ratas F1

Una vez iniciada la pubertad se tom6 muestra vaginal para monitorear la
regulacion del ciclo estral de las ratas F1. En la figura 12 se observa la gréfica la
cual indica cuantos dias estuvieron en cada etapa del ciclo estral durante un ciclo
de 20 dias (estro, metaestro, diestro y proestro), comparando los diferentes
tratamientos del BPS-L y BPS-H vs el grupo control. Como se observa no existe

diferencias significativas en la regulacién del ciclo estral.
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10

Dias

Figura 12. Dias que estuvieron los animales F1 en cada fase del ciclo estral. Se
muestra el valor promedio + el ESM. n= 33 C, 30 BPS-L, 18 BPS-H animales por
tratamiento.

8.7 Niveles de las hormonas estradiol (E;) y progesterona (P4)

Del suero obtenido de la sangre de las ratas hembra F1 en etapa adulta se obtuvo
la concentracion de las hormonas estradiol y progesterona por cada una de las
muestras y por tratamiento se les realiz6 andlisis estadistico ANOVA de una via
con prueba post hoc de Tukey (con diferencia significativa p < 0.05), el cual
determind que entre las ratas F1 hembras no existe una diferencia significativa
entre los tratamientos de Control, BPS dosis baja y BPS dosis alta (Figuras 13 y
14). Por lo cual la administracion perinatal del BPS no afecto la concentracion de

E, y P4 circulante.
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Concentracién progesterona
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o
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Figura 13. Concentracion de progesterona (ng/mL) en suero de crias F1. Se
muestra el valor promedio = el ESM. n= 7 C, 9 BPS-L, 7 BPS-H animales por
tratamiento.

Concentracién estradiol

20 1 _

E2 (pg/mL)
P -
o ol
1 L

[6)]
1

Figura 14. Concentracién de estradiol (pg/mL) en suero de crias F1. Se muestra el
valor promedio = el ESM. n=7 C, 9 BPS-L, 7 BPS-H animales por tratamiento.

8.8 Cuantificacion de células proliferativas en el epitelio uterino de

ratas F1

Uno de los tejidos que presenta un constante recambio, en respuesta a los
cambios en los niveles hormonales durante el ciclo estral, es el epitelio uterino. Es

por ello que decidimos evaluar el efecto que pudiera tener la exposicion perinatal a
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BPS sobre la proliferacion de ambos epitelios uterinos en la etapa del metaestro

del ciclo estral (Figuras 15, 16y 17).

En la Figura 15 se muestran diferentes imagenes de cada grupo tomadas en
microscopia de fluorescencia a objetivo 10x, esto con el propésito de observar a
simple vista que no existe diferencia en la proliferacién celular entre el Control y
los grupos tratados con el compuesto BPS. En el color azul se muestra los nucleos
de todas las células tefiidas con DAPI, y el color verde detecta a las células que se
encontraban proliferando en etapa de metaestro. Al control negativo no se le puso

el anticuerpo primario a-BrdU, por lo cual la imagen sélo se percibe de color azul.

Figura 15. Deteccion de la proliferacion; A: Control, B: BPS L, C: BPS Hy D:
Control negativo. LE: epitelio luminal; GE: epitelio glandular. Las flechas sefialan
células proliferando marcadas con BrdU. Imagenes a 40X. Barra= 100 um.
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Con el objetivo de obtener resultados cuantitativos para respaldar las imagenes
tomadas en el microscopio, se contaron todos los nucleos de los epitelios
luminales y glandulares y se contaron aquellos ndcleos que presentaban
proliferacion. Se realizé analisis estadistico ANOVA (Figura 16 y 17) de una via
con prueba post hoc de Tukey (con diferencia significativa p < 0.05), en las cuales
se observa que no hay diferencia significativa entre grupos. El andlisis estadistico
determiné que en las ratas F1 hembras no existe una diferencia significativa entre
los tratamientos de Control, BPS dosis baja y BPS dosis alta en cuanto a la
proliferacion celular en el epitelio luminal y el epitelio glandular uterino, por lo que

el compuesto BPS no interfiere en dicho proceso en el utero.

Epitelio Luminal

€ 50

°

(]

S 401 I

2

©

= 30

a

)

© -

o 20

s

e

o 104

o

o

a o0 T

AN 6\/ NS
S Q )
o° 2 Q)Q

Figura 16. Porcentaje de proliferacién celular en el epitelio luminal uterino en los
diferentes grupos de tratamiento. Se muestra el valor promedio + el ESM. n=9 C,
9 BPS-L, 7 BPS-H animales por tratamiento.
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Epitelio Glandular
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-

30 A

20 A

109

Porcentaje de proliferaciéon

Figura 17. Porcentaje de proliferacion celular en el epitelio glandular uterino en
los diferentes grupos de tratamiento. Se muestra el valor promedio + el ESM. n=9
C, 9 BPS-L, 7 BPS-H animales por tratamiento.
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IX. Discusion

Para el andlisis de los resultados, debido a que todavia no existen suficientes
estudios del BPS y sus efectos adversos en el organismo, se tomaron como
referencia los estudios realizados anteriormente del BPA, puesto que a este
compuesto se le conoce como su analogo y por esta razon se piensa que pueden

tener las mismas consecuencias en el organismo pero a menor impacto.

En la presente investigacion se estudio del compuesto BPS, sus generalidades y
los posibles efectos que puede ocasionar en el organismo. Este tratamiento se
administr6 en dos dosis diferentes (dosis baja (0.05mg/kg/dia) y dosis alta (20
mg/kg/dia)), con el objetivo de poder conocer y comparar los diferentes efectos
adversos con respecto a un grupo control y al analogo BPA. Respecto al BPS, el
Gnico dato con que se cuenta hasta el momento es la dosis en la cual no se
presentan efectos adversos (NOAEL) que es de 10-60 mg/kg de peso/dia
establecida por el Programa Nacional Toxicologico de los Estados Unidos (NTP)
(National Toxicology Program, 2014). Ya que aun no se han establecido la dosis
en la que se presenta efectos adversos observables (LOAEL) y la ingesta diaria
admisible (IDA) para el BPS, se usaron los datos del analogo BPA, los cuales ya
han sido establecidos. La Agencia de Proteccibn Ambiental de los Estados Unidos
(U. S. EPA) ha establecido que la dosis menor de efectos adversos observada
(LOAEL) en ratas por exposicion oral al BPA es de 50 mg/kg peso corporal/dia
(U.S. Environmental Protection Agency, 2010). Asi mismo, el Programa Nacional
Toxicolégico (NTP) indica una dosis de 5 mg/kg peso corporal/dia para la
clasificacion de efectos a dosis baja (National Toxicology Program, 2014), por lo
que la dosis baja usada en el presente trabajo es 2.5 veces menor que el LOAEL y
100 veces menor que la dosis de corte baja permitida por la NTP (también
corresponde a la IDA (ingesta diaria admisible) de BPA) y la dosis alta es 4 veces
mayor que la dosis de corte baja permitida por la NTP para observar los efectos
adversos. Sin embargo, también se determinaron las concentraciones por medio
de investigaciones encontradas en las cuales se estudiaron los efectos adversos

gue puede ocasionar el contacto diario con el compuesto BPA, en las cuales las
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concentraciones mas usadas y estudiadas en ratas para dos dosis diferentes
variaban de entre 0.5 a 50 mg/kg/dia, y en las cuales se observaban cambios
notables (Goodrich et al., 2019; Kato et al., 2003; Moore et al., 2015;
Papaconstantinou et al., 2000; Rubin, 2001; Steinmetz et al., 1998; Tachibana et
al., 2007; Wang et al., 2014).

En la Tabla 4 se observa el promedio de la cantidad ingerida del compuesto por
cada rata FO, la medicién de agua que ingerian los animales diariamente fue con
el propdsito de conocer la cantidad de compuesto de BPS que ingerian por dia y
asi poder ajustar la dosis en caso de que no estuvieran consumiendo la misma
cantidad del compuesto. Como se observa, aunque no fue la concentracion exacta
de compuesto que se ingirié por rata, no hay diferencia de la cual interfiera en los
cambios que pudieran ocurrir en los animales, ya que las dosis siguen siendo
bajas y altas con respecto a la diferencia de la cantidad ingerida durante el periodo
de tratamiento, por lo que los efectos adversos ocurridos en las madres FO no se

deben de ver afectados o interferidos.

Como se ha mencionado anteriormente, el tratamiento se empez6 a administrar
desde el dia 6 de gestacién; esto es debido a que el compuesto puede afectar a
nivel gestacional, por lo que puede ocurrir que no haya implantacién de évulo
fecundado o que el 6vulo fecundado se despegue del Gtero y por consiguiente no
haya animal de experimentacion (Berger et al., 2007; Berger et al.,, 2010;
Varayoud et al., 2011; Murphy, 1993; Xiao et al., 2011).

En la Figura 6A tenemos una grafica en donde se observa el porcentaje de crias
por camada, y en la Figura 6B tenemos una grafica que contiene el porcentaje de
crias hembras y machos por tratamiento. En el analisis estadistico se observo que
no existe ninguna diferencia significativa entre los 3 grupos, por lo que la
administracion del compuesto BPS no afectdé en el nimero de ratas nacidas por
cada sexo. Estos datos concuerdan con los publicados por Rubin et al., (2001), el

cual report6 que la administracion de BPA (0.1 y 1.2 mg/kg p.c./dia) del dia 6 de la
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gestacion al dia 21 de lactancia no afecté el nimero de crias por camada ni la
relacion de crias por sexo por camada, para ninguno de los dos tratamientos. Sin
embargo, en los estudios realizados por Tachibana et al., (2007) la administracion
subcutanea del BPA en dosis de 10 mg BPA/kg p.c./dia del dia 0 al 7 de la
gestacion, si indujo una disminucién en el nimero de crias. La diferencia en estos
resultados nos permite observar el efecto que tiene la administracion del disruptor
antes de la implantacion del blastocisto, que provoca la disminucion significativa
del numero de crias mientras que la administracion del disruptor después de la
implantacion del blastocisto no induce cambios en el nUmero de crias, ni en la
proporcion de hembras y machos. Una de las posibles razones de lo dicho
anteriormente es debido a que del dia 0 al 6 de gestacion se da el proceso de
implantacion o adhesion del blastocisto en el epitelio luminal y el dia 7 el
blastocisto atraviesa el epitelio luminal hasta el estroma materno, por lo tanto, si
se administra el disruptor endocrino dentro de este periodo de tiempo puede llegar
a alterar el transporte del blastocisto por el oviducto al Utero o alterar los niveles de
hormonas esteroides, afectando la proliferacion celular, lo cual podra originar a
cambios en la morfologia del Utero, reduciendo asi la tasa de implantacion (Berger
et al.,, 2010; Murphy, 1993). Por lo que, si el disruptor se administra fuera del
periodo de implantacion, no podra alterar tal proceso (Berger et al., 2010).
Respecto al tratamiento con BPS, éste es el primer estudio que reporta el efecto
del BPS sobre el nimero de crias y el nimero de crias por sexo, observando
resultados similares a los obtenidos con el BPA. Sera interesante estudiar si el
BPS, al igual que el BPA, puede producir una disminucion en el nimero de crias si
es administrado antes del periodo de implantacién. Posterior al destete, se
monitoreé el peso de las ratas FO, y con base en los resultados (Figura 7) se
puede decir que el compuesto BPS no afect6 la ganancia de peso de las ratas
madre FO, ya que no se observlo un cambio en el peso post-parto con respecto al
grupo control. Sin embargo si se ha reportado que el compuesto BPS es capaz de
tener un efecto en las generaciones posteriores y generar cambios en el

organismo, como en el tracto reproductor, por alteraciones epigenéticas o en la
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actividad estrogénica (Shi et al., 2019) por lo que se realizaron los estudios

posteriores para poder corroborar lo antes dicho.

En lo estudiado en las crias F1 se presentan efectos adversos en el crecimiento

de las crias y en la razén de la DAG/ (peso corporal)’®

, por lo que se puede
pensar que el compuesto si afecta en el desarrollo fisiolégico y sexual. La DAG es
un biomarcador sensible del ambiente hormonal durante la etapa fetal y mide la
toxicidad reproductiva en modelos animales. Una alteracion en la DAG de las crias
al momento de nacimiento indica que hubo afectaciones en las sefiales endocrinas
durante la etapa fetal, las cuales son necesarias para el desarrollo normal del
sistema reproductivo (Bowman et al.,, 2003; Hotchkiss et al., 2004). Tal
programacion alterada, puede tener consecuencias adversas en las funciones
reproductivas en la vida adulta del organismo (Hotchkiss et al., 2004; Christiansen
et al., 2008; Welsh et al., 2008). En la Figuras 8 y 9 se observa que en las ratas F1
tratadas a dosis alta, tanto en las hembras como en los machos, se present6 una

disminucién en la relacién de la DAG/(peso corporal)?

, con respecto al grupo
control. La DAG se ha evaluado en diversos modelos animales expuestos
perinatalmente a BPA, obteniéndose resultados contradictorios, ya que algunos
estudios se ha reportado un incremento de la DAG tanto en machos como en
hembras (Honma et al., 2002), otros han reportado incremento en la DAG en
hembras (Tyl et al., 2002; Tyl et al., 2008), decremento en la DAG en machos
(Talsness et al., 2000) o que no hubo cambio en la DAG (Tinwell et al., 2002);
Rubin et al., 2001). Respecto a la exposicion con BPS, Kolla 'y Vandenberg (2019),
han reportado que la administracién de 2ug BPS/ kg/ dia, del dia de gestacion 8 al
dia postnatal 2, no produjo cambios en la DAG. En nuestro estudio, sélo los
animales tratados con dosis alta de BPS (20 mg/kg pc/dia) presentaron cambios
en la DAG. Las diferencias con el estudio de Kolla y Vandenberg se pueden deber
a que la concentracion de BPS que administraron era menor respecto a la que se
administré en el presente estudio, teniendo un efecto diferente a dosis mayores en
donde ya alcanza a afectar al organismo a nivel sexual y reproductivo. Una menor

DAG indica una menor exposicion a androgenos durante el periodo fetal. Se ha
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reportado que el BPS presenta funciones anti-androgénicas (Park et al., 2020) que

podrian explicar este decremento en la DAG reportada en el presente trabajo.

Asi mismo para el desarrollo fisiolégico, en la Figuras 10 y 11 se observa que las
ratas F1 tratadas a dosis baja de BPS, tanto en hembras como en machos,
presentaron una disminucién en el peso corporal a partir del dia 21 post-natal. La
mayoria de los estudios han destacado el efecto obesogénico del BPA y el BPS,
sin embargo, se ha reportado que la exposicion a BPA o BPS durante el periodo
perinatal incrementa el peso corporal de los animales (Ashby et al., 1999; Ahsan,
et al., 2018; Ivry Del Moral et al., 2016; Markey et al., 2003; Miyawaki et al., 2007;
Newbold et al., 2007; Nikaido et al., 2004; Patisaul et al., 2006; Rubin et al., 2001;
Somm et al., 2009). Sin embargo, otros estudios han detectado el efecto contrario,
la administracion perinatal de BPA (Kato et al., 2003) o BPS (Kim et al., 2015;
Naderi et al., 2014) induce un decremento en el peso corporal en rata (Kato et al.,
2003), ratén (Kim et al.,, 2015) y en el pez cebra (Naderi et al.,, 2014). El
incremento en el peso inducido por BPA o BPS se ha relacionado con la
acumulacion de lipidos en el tejido de preadipositario y en adipocitos, el
incremento a nivel de proteina de marcadores adipogénicos, hiperleptinemia,
hiperinsulinemia, acumulacién de triglicéridos, resistencia a la insulina y diabetes
mellitus gestacional (Ahmed et al., 2016; Boucher et al., 2016; Ivry Del Moral et al.,
2016; Kataria et al., 2017; Pu et al., 2017; Wang, et al., 2017; Zhang et al., 2019).
Respecto al decremento del peso, los estudios que los reportaron no mencionan
por cual mecanismo se pudiera llevar a cabo este efecto y es actualmente

estudiado en nuestro laboratorio.

Otro de los parametros que se evalu6 en el estudio fue la regulacién del ciclo
estral, en donde en la figura 12 se observa que entre los 2 tratamientos y el grupo
control no hay diferencia significativa en el ciclo estral. Esto quiere decir que los
dias que pasa cada animal en cada etapa del ciclo, tuvieron la misma duracién
para los 3 grupos, sin que ninguna fase tuviera una duracion mas larga que los
otros grupos en comparacion. Esta regulacion del ciclo estral viene de la mano con

los cambios en los niveles hormonales, en donde en las figuras 13 y 14, se

54



observan que en los niveles tanto de estradiol como de progesterona no hay
diferencia significativa entre los 3 grupos. Estos resultados fueron consistentes, ya
que las concentraciones séricas de las hormonas estradiol, progesterona, FSH,
LH y GnRH son los que controlan los cambios en las fases del ciclo estral, por lo
gue si no hay un cambio en las concentraciones del estradiol y progesterona, no
hay cambios en la regulacion del ciclo estral. Sin embargo, es necesario realizar
los estudios correspondientes para obtener los niveles de concentracién de las
hormonas restantes (FSH, LH y GnRH) para poder confirmar lo antes dicho. En un
estudio previo realizado en nuestro grupo de investigacién (Mendoza-Rodriguez et
al., 2011) en el cual se le suministro BPA a hembras gestantes FO una dosis de
1.2 mg/kg PC/dia durante la gestacién y la lactancia, tampoco observamos
cambios significativos en los niveles circulantes de E2 y P4 en las crias F1. Sin
embargo, otros estudios han reportado que la administraciéon de BPA (por via oral
0 subcutdnea) si causan alteraciones en los niveles hormonales y en la
regularidad del ciclo estral. Se ha reportado que los niveles de LH disminuyeron
(Rubin, 2001) y hay una prolongacion en los dias del ciclo estral (Kato et al., 2003;
Moore et al., 2015; Rubin et al., 2001; Wang et al., 2014). Asi mismo, un estudio
en ratén report6 que la administracién del BPS (0.5, 20, o 50 ug/kg/dia) a la FO, del
dia de gestacién 11 al nacimiento, provocé cambios en la regularidad del ciclo
estral de las hembras de la generacion F1, presentdndose etapas de estro o
diestros prolongados (Shi et al., 2019). Sin embargo, no hubo cambios en los
niveles de estradiol y testosterona a los 3 meses de edad. Las diferencias
observadas entre nuestro estudio y el de Shi et al., (2019) se podrian deber a la
diferente susceptibilidad que presentan las ratas y ratones a los disruptores
endocrinos, las cuales han sido previamente observada (Johnson et al., 2012;
Stouder y Paoloni-Giacobino, 2010). Incluso, hay diferentes sensibilidades entre
diferentes cepas de una misma especie (Steinmetz et al.,, 1998; Spearow y
Barkley, 2001). Ya que actualmente existen pocos estudios de los efectos del BPS
sobre el sistema reproductivo, es de importancia el presente estudio ya que amplia

los datos previamente publicados.
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Finalmente se determino la proliferacién celular uterina administrando 2 horas
antes del sacrificio del animal BrdU intraperitoneal, esto fue debido a que este
compuesto se le considera como un analogo de la timidina que permite la
sustitucion de este nucleotido en las células en fase de sintesis de la mitosis,
incorporandose en el ADN durante la replicacion, pudiendo asi con un anticuerpo
anti-BrdU vy la tincion de fluorescencia detectar las células que en ese momento se
encontraban proliferando.

Como se observa en las figuras 15, 16 y 17 no se presentaron cambios en el
patron de proliferacién en ninguno de los dos epitelios uterinos, con respecto al
grupo control, por lo que se puede decir que la exposicién perinatal a BPS no
provocé afectaciones en la proliferacion celular de las células epiteliales. En el
caso del BPA, se ha reportado que este compuesto puede inducir la proliferacion
del epitelio uterino, tanto en ratas ovariectomizados (tratados con una inyeccion
intraperitoneal, desde una dosis de 37.5 mg/kg hasta una dosis de 150 mg/kg)
(Steinmetz et al.,, 1998), asi como en ratones F1 tratados durante el periodo
perinatal (del dia de gestacion 9 al dia postnatal 4, por implante de bombas
osmoticas a las madres FO a una dosis de 250 ng BPA /kg p.c. /dia) (Markey et al.,
2005). Esto es debido a que el compuesto BPA puede afectar la expresion de los
genes ERa y c-fos, los cuales se sabe que regulan la proliferacién del epitelio
uterino, induciendo el incremento en el nimero de células en el Gtero (Steinmetz et
al., 1998; Markey et al., 2005).Respecto al BPS, no existen estudios que evallen
el efecto de la exposicién perinatal de este compuesto sobre la proliferacion
celular del epitelio uterino durante el ciclo estral; sin embargo, existe un estudio
gue evalla la respuesta de este epitelio, que fue expuesto durante el periodo
perinatal a BPS (del dia de gestacion 8 al postnatal 19 con una dosis de 200
pg/kg/dia), en la etapa pre-puber y ante un estimulo estrogénico con etinil estradiol
al dia postnatal 21 (Hill et al., 2017). En la etapa pre-puber, no se observaron
diferencias en el niamero de células proliferativas, ni muertas, en el epitelio y
estroma uterinos entre los animales tratados peri-natalmente con BPS y los
control. A estos ratones pre-puberes se les dio el reto con etinil estradiol para

imitar el comienzo de la pubertad, y aunque si se observé un incremento en el

56



tamafo de las células epiteliales y el niumero de células proliferativas en el
estroma, no se observaron cambios en el niamero de células proliferando, ni
muriendo, en el epitelio uterino, entre ambos grupos. Nuestros resultados
concuerdan con el estudio de Hill et al., (2017), ya que al evaluar la proliferacion
uterina en la edad adulta en la etapa del metaestro, no observamos diferencias
significativas al comparar con el grupo control. Ademas, estos resultados de
proliferacion se relacionan también con los niveles de las hormonas esteroides, los
cuales modifican la proliferacion celular. Como se observo, si no hay alteraciones
en los niveles hormonales es consistente que tampoco haya un cambio en la
proliferacion celular del epitelio luminal ni glandular (Steinmetz et al., 1998; Markey
et al., 2005). Es importante saber si existen cambios significativos en los grupos
de BPS-L y BPS-H con respecto al grupo control, ya que la proliferacion celular
juega un papel muy importante en el ciclo reproductivo, ya que en este, el epitelio
uterino sufre cambios ciclicos influenciados por los estrogenos y la progesterona.
De modo que el aumento en los niveles circulantes de estradiol inducen la
proliferacion celular del epitelio uterino que se prepara para recibir al 6vulo
fecundado. Por lo que se puede decir que la proliferacion celular del epitelio
uterino es una caracteristica de la respuesta estrogénica, por lo cual ha sido
ampliamente usado para evaluar los efectos de diversos disruptores endocrinos
(Steinmetz et al., 1998).

Tomando en cuenta lo anterior, se puede observar que existen diversos efectos
adversos a consecuencia tanto del BPA como del BPS, sin embargo el BPA tiene
un mayor potencial de efecto en el organismo, ya que en un estudio realizado por
Kato et al., (2003), comparando el BPA con el 17B-estradiol (E>), se obtuvo como
resultado que el E; tiene una actividad estrogénica 10,000 veces mayor que el
BPA, por lo que se puede pensar que usando al BPS como sustituto puede haber
una actividad estrogénica mucho menor presentando menores efectos en el
organismo, como se observa en el presente estudio. Sin embargo, no podemos
asegurar aun un mecanismo de accion por el cual el disruptor endocrino afecte al
organismo, ni podemos decir que el compuesto afecta de manera dosis-respuesta,

por lo que solo podemos tomar en cuenta que los efectos dependeran de la
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especie, la dosis, las condiciones en las que se trabajd, la edad del animal de

experimentacion, la alimentacion y via de administracion, en general.

Hiyama et al., (2011) menciona que una de las posibles causas del porqué el BPA
afecta al ser humano es por efectos epigenéticos, por una metilacion o
desmetilacion en el ADN, afectando asi en la expresion de los genes del
crecimiento y desarrollo, ya que la metilacion regula esta misma. Esto mismo
puede considerarse para el BPS del porqué afecta en el crecimiento y desarrollo
reproductivo, incluyendo también que genera obesidad. Asi mismo, otra alteracion
epigenética que se considera es la estimulacion de la expresion del gen c-fos en la

proliferacion celular (Steinmetz et al., 1998).

Se ha reportado que el BPS, al igual que el BPA, puede tener actividad
estrogénica en tejidos sensibles a estrégeno, que dependen de hormonas, y
aungue se desconoce su mecanismo de accién, se considera que los receptores
de estrégeno (ER) pueden estar involucrados en el mecanismo molecular por
medio del cual se llevan a cabo los efectos del BPS, ya que este quimico se une
tanto a ERa como a ERB. Por lo que se piensa que también los cambios
reproductivos se pueden deber a una desregularizaciéon en la expresion de ERa y
por una accion estrogénica en el mismo tracto reproductivo (Markey et al., 2005;
Mendoza-Rodriguez et al., 2011; Steinmetz et al., 1998). Dicho lo anterior se
puede pensar que, la induccion de la actividad estrogénica puede provocar
alteraciones en el organismo como disminucion de peso, poco crecimiento y
alteracion en el desarrollo sexual, asi como también puede provocar irregularidad
en el ADN, afectando la expresion genética, presentdndose asi, en otros casos un
aumento en el numero de células en algunas partes del cuerpo, como en el caso
de la proliferacion celular; sin embargo como se ha observado, no se ve afectado

por dicho compuesto en el presente estudio,

Como se mencion0 anteriormente, para el analisis se utilizO como referencia
investigaciones anteriores del BPA, ya que para el compuesto BPS no existen aun
suficientes estudios acerca de los efectos que pueden generar en el organismo.

Sin embargo, como el BPA esta siendo sustituido por su analogo BPS en la
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fabricacion de algunos polimeros, es indispensable llevar a cabo mas estudios en
los que se evalue el potencial dafio que pudiera provocar este compuesto en el

organismo.

En el presente estudio, se observé que como el BPA, el BPS también tiene
repercusion en el organismo una vez que es ingerido con frecuencia, por lo que
también se le puede conocer como un disruptor endocrino, y aunque se
mencionan alteraciones epigenéticas como probables mecanismos de accion, es
necesario realizar las investigaciones correspondientes que corroboren lo dicho
anteriormente, ademas que se necesitan realizar mas estudios para conocer mas
acerca de los efectos adversos que puede desarrollar el BPS con el objetivo de
poder concientizar y establecer limites acerca de su uso, ya que existe poca

informacion acerca del compuesto.
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Conclusiones

Existen muy pocos estudios acerca del BPS, por lo que se tiene que
comparar con otros estudios realizados acerca de los efectos adversos que
se han presentado por causa del BPA, con el objetivo de conocer el porqué

afecta de manera hormonal al organismo.

En el presente estudio se observé que el compuesto BPS no afecté el peso

de las ratas FO en su etapa después de la gestacion y lactancia.

La exposicion perinatal al compuesto BPS no present6 efectos adversos en
el nimero total de crias por camada, ni en la proporcién de crias hembras y
machos por camada con respecto al grupo control, por lo que no afecto la

fertilidad de las ratas FO.

Sin embargo, el peso de las crias, tanto machos como hembras, si present6

una afectacion significativa en los grupos tratados respecto al grupo control.

La exposicion al disruptor endocrino en el Utero de las ratas F1 no afect6 en
los niveles hormonales de estradiol y progesterona, por lo que no se ve

afectado el ciclo ovulatorio obteniendo asi que el ciclo estral sea regular.

El compuesto BPS no afectd la multiplicacion de las células epiteliales
uterinas (proliferacion celular de las células epiteliales Iluminales ni
glandulares), en las crias F1, por lo que se sugiere que no afecta a nivel de

actividad estrogénica ni genética en este proceso.
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» El BPS tiene un menor potencial de accién que el BPA, presentando
menores consecuencias en la salud de los organismos. Sin embargo, una
constante ingesta del compuesto puede provocar efectos adversos graves

al organismao.

» Aungue aun se desconoce el mecanismo de accion del BPS, se puede
decir que los efectos observados en diferentes investigacion dependeran de
diversos factores, como la edad del animal de experimentacién al inicio del
estudio, la edad al tiempo de su sacrificio, el tiempo de exposicion, la

especie y cepa, la dosis ingerida, via de administracion, en general.

» EI BPS es capaz de unirse a los receptores de estrogenos y llevar a cabo
una actividad estrogénica. Sin embargo, también se piensa que se ve
implicado en alteraciones epigenéticas, por lo que se necesitan realizar mas
estudios acerca de los efectos del compuesto a nivel genético para conocer

si tiene consecuencias en el organismo en la expresion de genes.
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