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RESUMEN

El bisfenol A (BPA) es un monémero ampliamente utilizado en la fabricacién
de plasticos de policarbonato y se encuentra en una gran variedad de envases para
almacenar alimentos y bebidas. La principal via de exposicién al BPA es a través
de la ingesta, y diferentes reportes en humanos han indicado la presencia de BPA
en orina, sangre, liquido amnidtico y sangre de cordon umbilical. Dentro del cuerpo,
se sabe que el BPA acttia como un disruptor endocrino debido a su capacidad para

unirse a los receptores de estrogenos y causar diferentes efectos adversos.

El BPA atraviesa la barrera placentaria y llega a los 6rganos fetales, incluidas
las gonadas. En los testiculos, las células de Leydig fetales (CLF) producen la
testosterona necesaria para el establecimiento del fenotipo masculino. Aunque
sabemos que, el BPA afecta la proliferacion y diferenciacion de las CLF durante el
desarrollo gonadal, los mecanismos moleculares involucrados en la perturbacién de
ambos procesos celulares son contradictorios. Existen dos diferencias notables en
el patron de desarrollo entre especies: contexto histolégico y la etapa del desarrollo
en gue se establece la poblacién de CLF. Aunque la especie mejor estudiada ha
sido el ratén; sus génadas embrionarias carecen de corteza y médula, mientras que,
en la mayoria de las especies, incluido el humano, forman ambos compartimentos
tisulares. El conejo proporciona un buen modelo para estudiar el efecto disruptivo
del BPA en las CLF y las posibles consecuencias endocrinas posnatales en las
células adultas de Leydig (CLA). Aqui, investigamos el impacto del BPA
administrado a conejas prefiadas en la poblacion de CLF de los testiculos en

desarrollo. Usando la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa



cuantitativa (QRT-PCR, por sus siglas en inglés), evaluamos el nivel de la expresion
de los genes SF1, CYP11Al, 38-HSD y del receptor para androgenos (RA),
mientras que los niveles de testosterona sérica fetal se midieron mediante ensayo
de inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA, por sus siglas en inglés). Estos niveles
se correlacionaron tanto con la actividad mitotica como con la diferenciacion
ultraestructural de las CLF por microscopia confocal y electrénica, respectivamente.
Los resultados indican que el BPA altera los niveles de expresion de genes
esenciales implicados en la sefalizacion paracrina de andrégenos, por un lado, el
BPA aumento en los niveles de expresion del gen SF1 en etapas fetales y
posteriormente los niveles disminuyeron en la etapa postnatal, al contrario de lo que
se observo en la expresion de los genes CYP11A1, 36-HSD y RA, donde los niveles
de expresion reflejaron una disminucion en las etapas fetales y un incremento en la
etapa posnatal. EI BPA también disminuyo la proliferacién y diferenciacion de las
CLF en etapas fetales y aumenté los niveles de testosterona sérica después del
nacimiento. Por lo tanto, el BPA puede cambiar los niveles posnhatales de
testosterona sérica debido a una disminucién de las CLF formadas por células

progenitoras de Leydig proliferativas y CLF citodiferenciadas no proliferativas.



ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) is a monomer widely used in the manufacturing of
polycarbonate plastics and is found in an extensive variety of containers and
packaging for storing food and beverages. The main route of exposure to BPA is
through ingestion and different reports in humans have indicated the presence of
BPA in urine, blood, amniotic fluid, and umbilical cord blood. Within the body, BPA
is known to act as an endocrine disruptor due to its ability to bind to estrogens

receptors and cause different adverse effects.

The endocrine disruptor Bisphenol A (BPA) crosses the placental barrier and
reaches the fetal organs, including the gonads. In the testis, fetal Leydig cells (FLC)
produce the testosterone required for the male phenotype and the homeostatic cell-
cell signaling in the developing testis. Although it is known that BPA affects cell
proliferation and differentiation in FLC, results concerning the mechanism involved
are contradictory, mainly due to differences among species. Fast-developing fetal
gonads of rodents lack a cortex and medulla, whereas species with more extended
gestation periods form these two tissue compartments. The rabbit provides a good
subject for studying the disruptive effect of BPA in FLC and possible postnatal
endocrine consequences in adult Leydig cells (ALC). Here, we investigated the
impact of BPA administered to pregnant rabbits on the FLC population of the
developing testes. Using quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction (QRT-PCR), we assessed the levels of SF1, CYP11Al, 38-HSD, and
androgen receptor (AR) genes, and levels of fetal serum testosterone were

measured by Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). These levels



correlated with both the mitotic activity and the ultrastructural differentiation of the
FLC by confocal and electron microscopy, respectively. The results indicate that
BPA alters the expression levels of essential genes involved in paracrine androgen
signaling. On the one hand, BPA increased the expression levels of the SF1 gene in
fetal stages and subsequently the levels decreased in the postnatal stage. contrary
to what was observed in the expression of the CYP11A1, 36 -HSD and AR, where
the expression levels reflected a decrease in the fetal stages and an increase in the
postnatal stage. BPA also decreased the proliferation and differentiation of FLCs in
fetal stages and increased serum testosterone levels after birth. Thus, BPA may
change the postnatal levels of serum testosterone due to the impaired FLC
population formed by the proliferating stem and non-proliferating cytodifferentiated

FLC.



ABREVIATURAS

e 17B-HSD: 17B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa.

e 3B-HSD: 3B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa 254 isomerasa.

e 50-DHT: Dihidrotestosterona.

e ALC: Del inglés Adult Leydig cells. Células de Leydig adultas.

e AMH: Del inglés Anti-Mullerian Hormone. Hormona antimilleriana.

e AMHR2: Del inglés Anti-Mullerian Hormone Receptor Type 2. Receptor de
hormona antimulleriana tipo 2.

e AR: Androgen receptor

e ARX: Del inglés Aristaless-related homeobox. Homeobox relacionado con
Aristaless.

e BPA: Bisfenol A.

e CGPs: Células germinales primordiales.

e CLA: Células de Leydig adultas.

e CLF: Células de Leydig fetales.

e Ctnnbl: Del inglés: cadherin-associated protein,beta 1.

e CYP11A1l: Del inglés Cytochrome P450 family 11 subfamily A member 1.
Citocromo P450 familia 11 subfamilia A miembro 1.

e CYP17A1: 17a-Hidroxilasa, 17,20-liasa.

e DES: Dietilestilbestrol.

e DHH: Del inglés Desert Hedgehog.

e DNA: Del inglés Deoxyribonucleic acid. Acido desoxirribonucleico.

e dpc: dias post-coitum.

e dpp: dias post-partum.

e ELISA: Del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. Ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzima.

e FAO: Del inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations.
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.

e FLC: Del inglés Fetal Leydig cells. Células de Leydig fetales.

e GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.



H2AX: Del inglés H2A histone family member X. Miembro X de la familia de
histonas H2A.

HPRT: Del inglés Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase.
Hipoxantina guanina fosforribosil transferasa.

INSL3: Del inglés Insulin-like factor 3. Factor similar a la insulina 3.

LOAEL: Del inglés Lowest observed adverse effect level. Nivel mas bajo con
efecto adverso observado.

MAFB: Del inglés V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
homolog B. Homélogo B del oncogén del fibrosarcoma musculoaponeurdtico
V-maf.

NCAM: Del inglés Neural cell adhesion molecule. Molécula de adhesion de
células neurales.

NCoR: Del inglés Nuclear receptor co-repressor. Correpresor del receptor
nuclear.

NOAEL: Del inglés No observed adverse effect level. Maximo nivel de dosis
al que no se observan efectos adversos.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

P450 scc: Del inglés Cholesterol Side-Chain Cleavage Enzyme. Enzima de
escision de la cadena lateral del citocromo P450.

PDGF: Del inglés Platelet-derived growth factor. Factor de crecimiento
derivado de plaquetas.

PDGFR-a: Del inglés Platelet-derived growth factor receptor A. Receptor A
del factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PTCH1: Del inglés Protein patched homolog 1. Homdlogo 1 de la proteina
Patched.

RA: Receptor a androgenos.

REL: Reticulo endoplasmatico liso.

RNA: Del inglés Ribonucleic acid. Acido ribonucleico.

RT-gPCR: Del inglés quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa

cuantitativa.



SDT: Sindrome de disgenesia testicular.

SEM: Media + Error estandar.

SF1: Del inglés Steroidogenic factor 1. Factor esteroidogénico 1.

SMRT: Del inglés Silencing mediator for thyroid hormone
receptors. Mediador silenciador de los receptores de la hormona tiroidea
SOX9: Del inglés SRY-box transcription factor 9. Factor de transcripcion 9 de
la caja SRY.

SRY: Del inglés Sex-determining region of the Y chromosome. Region
determinante del sexo en el cromosoma Y.

STAR: Del inglés Steroidogenic acute regulatory protein. Proteina reguladora
de la esteroidogénesis aguda.

Stra8: Del inglés stimulated by retinoic acid. Estimulado por acido retinoico.
VCAML: Del inglés Vascular cell adhesion molecule. Molécula de adhesién
de células vasculares.

W1t1: Del inglés Wilms’ Tumor Gene 1

YWHAZ: Del inglés Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan  5-
monooxygenase activation protein zeta. Proteina de activacion de tirosina 3-

monooxigenasa/triptofano 5-monooxigenasa.



INTRODUCCION

El paradigma de la diferenciacion sexual en mamiferos fue establecido por
Alfred Jost (1947) utilizando al conejo como modelo biolégico, en el que se
establecio que los genes Sry y Sox9, son los responsables de la determinacion
sexual, y muestran un patron de expresion en la gonada del conejo semejante al

humano (Diaz-Hernandez et al., 2008).

En embriones de mamiferos, el proceso de determinacion sexual y la
diferenciacion morfolégica y endocrina del testiculo dependen sélo de las células
somaticas. El gen Sry (Sex-determining region of the Y chromosome) es el
encargado de determinar el destino de la génada bipotencial, al activar las vias de
sefalizacion necesarias para la diferenciacion hacia un testiculo (Koopman et al.,
1991). La expresion del gen Sry, induce el incremento en la expresion de Sox9
(SRY-box transcription factor 9) en las células somaticas de pre-Sertoli del testiculo
fetal (Sekido & Lovell-Badge, 2008). Ambos genes codifican para factores de
transcripcion iniciando una cascada de sefializacion que lleva a la diferenciacion de
los cordones seminiferos integrados por células de Sertoli y las células germinales
primordiales (CGPs), también llamadas gonocitos durante el periodo de migracion
y colonizacién de la génada morfolégicamente indiferenciada bipotencial. En torno
a los cordones seminiferos en formacion, se encuentra el tejido estromatico formado
por vasos sanguineos y células mesenquimaticas precursoras de fibroblastos,
células peritubulares y células de Leydig (Figura 1). La produccién de la molécula
de sefalizacion Desert Hedgehog (DHH) por las células de Sertoli, especifica a las

células de Leydig fetales a través de la union a su receptor llamado homdélogo 1 de



la proteina Patched (PTCHL1, por sus siglas en inglés) (Yao et al., 2002), a su vez,
las células de Leydig producen Activina A, necesaria para la expansion de los

cordones seminiferos (Archambeault & Yao, 2010).

Las células somaticas de Sertoli y de Leydig controlan la diferenciacion
sexual gonadal mediante la secrecion de los factores endocrinos hormona
antimulleriana (AMH, por sus siglas en inglés) y testosterona. Estos factores estan
encargados de masculinizar el tracto genital masculino al inducir el desarrollo de los
conductos de Wolff e inhibir los conductos de Miller, respectivamente e inducir la

transformacién masculina del seno urogenital y genitales externos.



Figura 1. Corte transversal de testiculo de conejo a los 21 dpc. Los cordones testiculares estan
formados por las células de Sertoli (SC) y las células germinales (GC). Por fuera de los cordones se
distingue el tejido estromético donde se localizan ademas de las células de Leydig (LC), las células
mesenquimales formando fibroblastos, las células endoteliales formando vasos (*) y las células
peritubulares (flechas) rodeando a los cordones testiculares (Imagen obtenida en el laboratorio a
cargo del Dr. Horacio Merchant Larios, en el Departamento de Biologia Celular y Fisiologia del

instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM).

La diferenciacion de las CGPs a espermatogonias esta estrechamente
asociada a las células de Sertoli y a las células de Leydig (A. M. Clark, et al., 2000;
Mark J Bitgood, et al., 1996). En el raton, el mesonefros adyacente a la gbnada de
ambos sexos produce acido retinoico, encargado de inducir la expresion del gen

Stra8 (Stimulated by retinoic acid, por sus siglas en inglés) en las CGPs para que

10



entren en meiosis en el ovario (Bowles et al., 2006; Koubova et al., 2006). Sin
embargo, en el testiculo la expresion de Sfl en las células de Leydig y Sertoli induce
la expresion Cyp26bl cuyo producto es la enzima que cataliza la degradacion del
acido retinoico, previniendo el inicio de la meiosis de los gonocitos, por lo que entran
en un periodo de arresto mitético de una manera sincronizada hasta la pubertad

cuando se inicia la meiosis (Figura 2) (Bowles et al., 2006; Kashimada et al., 2011).

MESONEFROS
/ Acido Retinoico
TESTICULO
Cyp26b1 OVARIO

®

germinales

Acido Acido
Retinoico Retinoico
l Stra 8 1
Arresto -
e Meiosis
mitotico

Figura 2. Diferenciacién de las células germinales. El acido retinoico activa la expresion del gen
Stra8 estimulando la entrada en meiosis de las células germinales en el ovario. En el testiculo la
enzima Cyp26b1l, sintetizada por las células de Sertoli y las células de Leydig, degrada al acido
retinoico inhibiendo la entrada a meiosis de las células germinales (Modificada de Bowles et al.,
2010).

En contraste con el ratdn, en especies de mayor tamafio, como el conejo las células

germinales entran en meiosis después que el mesonefros adyacente ha sufrido

11



regresion, descartando a este 6rgano como la fuente de &cido retinoico, ademas de
que la entrada en arresto mitdtico en los testiculos de conejo es un proceso
asincrénico y asimétrico que dura varios dias, semanas e incluso meses como en
el humano. (Gondos et al., 1977; Motta et al., 1997)

Las células de Leydig se desarrollan durante la vida fetal y se caracterizan
por su capacidad para producir androgenos, especificamente testosterona
responsable de la masculinizacion del sistema urogenital durante el desarrollo,
ademas producen al Factor similar a la insulina 3 (INSL3, por sus siglas en inglés),
necesario para inducir la primera fase transabdominal del descenso testicular (lvell
et al., 2022). Las células de Leydig muestran cambios morfolégicos, estructurales y
endocrinos en diferentes etapas del desarrollo de los testiculos. Se han
caracterizado dos poblaciones de células de Leydig: las células de Leydig fetales
(CLF) y las células de Leydig adultas (CLA) (Habert etal., 2001). Ambas
poblaciones se identificaron por primera vez en embriones de cerdo y desde
entonces se han confirmado en otras especies incluyendo rata, humano, conejo,
ratén, cerdo, hdmster y hurén (Roosen-Runge y Anderson 1959; Baillie 1964; Niemi
y Kormano 1964; Lording y De Kretser 1972; Gondos et al.,, 1977; Mendis-

Handagama y Ariyaratne 2001; Yao et al., 2002)

Aungue las CLF han sido ampliamente estudiadas, su origen y destino siguen
siendo motivo de controversia. Algunos autores indican que el origen de la poblacién
fetal y adulta es distinto debido a sus diferencias morfologicas y funcionales (Kerr &
Knell, 1988; Shima et al., 2013). Sin embargo, otros estudios han sugerido que la

poblacion de CLA deriva del mismo linaje de CLF, pero pasan por un periodo de
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“desdiferenciacién” y se mantienen latentes hasta la pubertad (Tapanainen et al.,

1984; Mendis-Handagama & Ariyaratne, 2001; Svingen & Koopman, 2013).

En ratones, la primera poblaciéon de CLF aparece a los 12,5 dpc (dias
posteriores al coito) y comienzan a producir testosterona (Merchant-Larios &
Moreno-Mendoza, 1998). En conejos a los 17 dpc, en ratas aparece a los 15 dpc, y
en humanos a las ocho semanas de gestacion (Bjerregaard, et al., 1974;
Voutilainen, 1992). Su nimero aumenta considerablemente en los testiculos fetales
tempranos, y posteriormente, las CLF entran gradualmente en un arresto mitético y
la poblacién se estabiliza, hasta casi desaparecer durante el periodo perinatal

(Barsoum et al., 2013).

Genes implicados en la diferenciacion de las células de Leydig Fetales

Ademas de la expresion de Desert Hedgehog (DHH) por las células de
Sertoli, que se une a su receptor Patched 1 (PTCH1) localizado en algunas células
del estroma precursoras de Leydig, se ha determinado la participacién de otros
factores reguladores en el establecimiento de la poblacion de las células de Leydig
como el Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en
inglés), la Hormona antimilleriana (AMH, por sus siglas en inglés), la proteina
Homeobox relacionado con Aristaless (ARX, por sus siglas en inglés), entre otros

(Barsoum & Yao, 2010).

El gen Sf1, codifica para un receptor nuclear huérfano que se expresa desde

el inicio de la especificacién de las células precursoras de Leydig, ubicadas entre
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las células del estroma de la cresta gonadal. Se ha demostrado que es esencial
para la especificacion de células productoras de esteroides y regula la via de
expresion de los genes que codifican a las enzimas involucradas en el proceso de
esteroidogénesis: P450scc (Enzima de escision de la cadena lateral del citocromo
P450), CYP17A1 (citocromo P450C17), 3pB-HSD (3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa), 17B-HSD (17pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa) y StAR
(Steroidogenic acute regulatory protein) (Shima et al., 2015). Aunque las células que
expresan Sfl en la cresta gonadal también incluyen a las células precursoras de
Sertoli, estas estan ubicadas en los cordones seminiferos, por lo que se distinguen

con facilidad de las precursoras de Leydig localizadas en el estroma.

Los cambios en los niveles de expresion del SF1 estan asociados con
fenotipos reproductivos severos. Ratones deficientes en Sf1 muestran defectos en
el desarrollo de las génadas y las glandulas suprarrenales, lo que indica el rol
esencial que juega dicho gen en el establecimiento del tejido esteroidogénico en la
cresta urogenital (Hatano et al., 1996; Luo et al., 1994; Sadovsky et al., 1995; Yao
& Barsoum, 2007). Jeyasuria y col., 2004, emplearon el alelo Amhr2-Cre para hacer
un ratén deficiente en Sfl especifico en las células de Leydig del testiculo del ratén
a los 11.5 dpc, y observaron un déficit en la proliferacion en las células de Leydig
fetales, asi como una reduccién notable en la esteroidogénesis y la sintesis de
testosterona, lo que resulté en testiculos criptorquidicos y un desarrollo alterado del

aparato reproductor indicando una clara disfuncién de las CLF.

La expresion del gen Dhh es esencial en varios procesos durante el

desarrollo embrionario (Bitgood et al., 1996b). En el testiculo, la proteina DHH es
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producida por las células de Sertoli y es posible detectarlo en ratén a los 11.5 dpc.
Su receptor PTCH1 se expresa de manera prominente en las CLF y otras células
estromales en los testiculos de raton a los 12.5 y 13.5 dpc. En ratones deficientes
en Dhh, el nimero de células de Leydig disminuye drasticamente a los 13.5y 14.5
dpc. En otro estudio in vitro empleando crestas urogenitales de raton, observaron
que la inhibicién de la sefializacion de DHH disminuye la diferenciacion de las
células de Leydig, sin afectar la diferenciacion de las de las células de Sertoli,
ademas de no afectar la migracion de las células mesonéfricas, proceso
indispensable para la diferenciacion histologica del testiculo en mamiferos. Estos
datos sugieren que, aunque DHH no es un marcador especifico de las CLF, la
sefalizacion de DHH/PATCHEDL1 es esencial para su diferenciacion (Yao et al.,

2002)

Otro gen implicado en la diferenciacion de las CLF es el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (Pdgf, por sus siglas en inglés) ya que se requiere para el
desarrollo embrionario y postnatal de las células de Leydig (Andrae et al., 2008). En
ratones, el RNAmM de Pdgf se sobre-expresa en las células de Sertoli a los 12.5 dpc,
asi como su receptor PDGFR-a en células mesenquimales del estroma. La delecién
de Pdgfr-a en testiculos de ratones revel6 alteraciones en la formacion de los
cordones testiculares y estroma, asi como una disminucién en la proliferaciéon y
diferenciacion de las células de Leydig. Estos resultados indican que la sefializacion
entre PDGF/PDGFR-a se requiere para la diferenciacion de las células de Leydig

fetales (Brennan et al., 2003).
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El gen Arx (Aristaless related homeobox) es un factor de transcripcion que,
aungque no se expresa en las CLF, es posible detectarlo en los fibroblastos del
testiculo temprano. Los ratones deficientes de Arx muestran severos defectos en la
poblacién de las CLF, lo que sugiere que la interaccion entro los dos tipos celulares
es esencial para la especificacion de las CLF en el estroma intersticial del testiculo

fetal (Kitamura et al., 2002).

Por otro lado, el gen Amh que se expresa en las células de Sertoli, codifica
para la hormona anti-Mulleriana (AMH, por sus siglas en inglés), necesaria para la
regresion de los conductos de Miiller en los fetos XY (Lee & Donahoe, 1993). El
receptor de AMH (AMHR?2) se localiza en las células de Leydig adultas y fetales y
la deficiencia de AMH y AMHR2 en ratones incrementa el nimero de células de
Leydig (Racine et al., 1998). Utilizando un ratdén deficiente de Amh y Amhr2, se
produjo una marcada hiperplasia de células de Leydig, concluyendo que la AMH

induce la proliferacion de las CLF (Behringer et al., 1994; Mishina et al., 1996).

Origen de las células de Leydig fetales

De acuerdo con la literatura, la poblacion de CLF, localizada en el estroma
del testiculo fetal, puede derivarse de los mesonefros y/o del epitelio celédmico. En
embriones de mamifero la formacion de la cresta gonadal se debe a la proliferacion
del epitelio celémico en la region ventral de los mesonefros (rifiones fetales). La
cresta gonadal temprana, esta formada por los cordones sexuales primarios
derivados del epitelio celomico y el estroma constituido por la invasion de los vasos
sanguineos y ceélulas mesenquimatosas procedentes de la region mesonéfrica
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adyacente (Merchant-Larios & Moreno-Mendoza, 1998). Algunos estudios indican
que las CLF se desarrollan a partir de las células mesenquimatosas, ya que en
experimentos de injertos de gonadas/mesonefros y de cocultivos, se observo que
las células progenitoras de las células de Leydig aparecen primero en los
mesonefros y luego migran hacia el estroma (Buehr et al., 1993; Martineau et al.,
1997; Tilmann & Capel, 1999). Sin embargo, si se bloquea la migracion de las
células de los mesonefros, la diferenciacion de las CLF no se ve afectada, lo que
sugiere que los mesonefros no son la Unica fuente de las CLF (Merchant-Larios &

Moreno-Mendoza, 1998; Yao & Capel, 2002).

El epitelio celdmico prolifera activamente en las crestas genitales
embrionarias y se ha propuesto que contribuye a la formacion del estroma. Células
gue migran del epitelio celémico positivas a la molécula Homélogo B del oncogén
del fiborosarcoma musculoaponeurotico V-maf (MAFB, por sus siglas en inglés) y
células positivas a la Molécula de adhesién de células vasculares (VCAML, por sus
siglas en inglés) provienen de la interfase gdnada-mesonefros (DeFalco et al., 2011,
Karl & Capel, 1998; Schmahl etal., 2000). Zhang y colaboradores (2015),
observaron que, en ratones deficientes, la inactivacion del gen tumor de Wilms 1
(Wt1, por sus siglas en inglés) en células de Sertoli, resulté en la transdiferenciacion
de células de Sertoli a células de Leydig, lo que indica que la diferenciacién entre
estos dos tipos de células esta controlada por Wtl y probablemente tanto Sertoli y

como Leydig se originan a partir de las mismas células progenitoras.

Por otra parte, se ha propuesto que las células esteroidogénicas de la

glandula suprarrenal y de la gonada se derivan de un primordio comun durante la
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embriogénesis temprana. La presencia de células positivas a SF1 en la cresta
urogenital y su posterior segregacion entre los primordios gonadal y suprarrenal,

apoyan el origen comun (Hatano et al., 1996; Val et al., 2003).

La invasion de la vasculatura en testiculos de raton ocurre entre los 11.5y
12.5 dpc. Este proceso facilita la migracion dirigida de células progenitoras de
estroma hacia la cresta genital (DeFalco et al., 2011) y la aparicion de las CLF
(Davidoff et al., 2009). Por lo tanto, algunas células asociadas a la vasculatura,

como los pericitos, probablemente también sean progenitoras de las CLF.

Esteroidogénesis en las células de Leydig

El principal andrégeno sintetizado por las células de Leydig es la
testosterona. Esta hormona, mantiene la funcidén reproductiva en los testiculos
adultos, mientras que, en la etapa fetal, la testosterona es necesaria para la
diferenciacion de los conductos deferentes y vesiculas seminales, asi como para la
transformaciéon del mesonefros en epididimo. En el caso de los genitales externos,
la testosterona es transformada a dihidrotestosterona (5a-DHT) en los tejidos
precursores de la region del seno urogenital. De esta manera, a partir del tubérculo
genital, se forma la cabeza del pene, los pliegues cloacales se fusionan
contribuyendo a la formacion del falo y el rafe uretral. Ademas, las tumefacciones
genitales se unen y forman las bolsas escrotales. Por otra parte, los androgenos
producidos en la etapa fetal también participan en la masculinizacién del cerebro
(Griswold & Behringer, 2009). El nivel maximo de testosterona en la etapa fetal se

alcanza alrededor de los 17-18 dpc en el raton (Gondos et al., 1977; O’Shaughnessy
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et al., 2000), en conejos de los 21-26 dpc (Veyssiere etal., 1976; Anderson &
Mendelson, 1988), en tanto que, en humanos, entre las semanas 12 y 14 de la

gestacion (Tapanainen et al., 1981).

La testosterona puede ser sintetizada utilizando como sustrato al colesterol
de novo, el colesterol asociado a lipoproteinas de fuentes extracelulares o también
utilizando productos intermedios de la via de sintesis de andrégenos. En el caso de
las CLF, el colesterol es internalizado a la mitocondria por la proteina STAR (B. J.
Clark et al., 1994; Miller & Bose, 2011; Stocco & Clark, 1996). Una vez en la
mitocondria, el colesterol se transforma a pregnenolona, por accion de la enzima
P450scc (Enzima de escision de la cadena lateral del citocromo P450) codificada
por el gen Cypllal (Figura 3). Posteriormente, la pregnenolona es liberada de la
mitocondria y pasa al reticulo endoplasmatico liso (REL) donde se completa el
proceso de biotransformacién conducente a la sintesis de androgenos. En las
membranas del REL las enzimas que participan en este proceso son la 3-HSD (3[3-
Hidroxiesteroide deshidrogenasa 254 isomerasa, (tipo Il en humanos, y tipo | en
ratones)), la CYP17A1 (17a-hidroxilasa, 17,20-liasa) y la 17B-HSD (17pB-
Hidroxiesteroide deshidrogenasa) (Fig.1) (Payne & Youngblood, 1995; Payne &

Hales, 2004; Miller & Bose, 2011).
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Figura 3. Esquema del proceso de esteroidogénesis que ocurre en el testiculo para realizar la
biotransformacién de colesterol a testosterona y dihidrotestosterona, hormonas que se requiere para
masculinizar el tracto y para la diferenciacion del seno urogenital y los genitales externos. (Modificada
de Payne and Hales, 2004).

La respuesta a la actividad esteroidogénica de las CLF es mediada por el
receptor de andrégenos (RA) por un cambio conformacional que ocurre cuando los
androgenos (testosterona y dihidrotestosterona) se unen al RA. A continuacion, el
receptor se dimeriza, se fosforila, y, finalmente se transloca al nicleo, donde se une
a los elementos de respuesta a andrdgenos, y regula la transcripcion génica. Sin
embargo, es importante resaltar que, la expresion espacio-temporal del RA durante
el desarrollo de los testiculos fetales difiere entre especies (Rouiller-Fabre et al.,
2015). En ratones, el RA se expresa en células germinales y células peritubulares

alos 15.5 dpc (Merlet et al., 2007), mientras que en humanos el RA se ha localizado
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en células peritubulares y células estromales a la séptima semana de gestacion
(Shapiro et al., 2005). Aunque en ratones deficientes de RA las CLF se desarrollan
normalmente, la maduracion de las CLA se ve afectada, observandose una
diferenciacion incompleta y una expresion esteroidogénica alterada, lo que sugiere
gue la sefalizacion de RA es necesaria para el equilibrio en el desarrollo temprano
de la poblacion fetal y posterior establecimiento testiculo adulto (Kaftanovskaya

et al., 2015).

Bisfenol A como disruptor endocrino

El Bisfenol A (2, 2'-bis (4-hidroxifenilpropano; BPA) es un compuesto quimico
que fue sintetizado por primera vez en 1891 y hacia la década de 1930 se buscaba
comercializarlo por sus propiedades estrogénicas (Dodds & Lawson, 1936), sin
embargo, su uso fue sustituido por el dietilestilbestrol (DES), un estrégeno sintético
mas potente que fue administrado a mujeres embarazadas para evitar abortos y
partos prematuros. No obstante, se observé una alta incidencia de nifias con cancer
cervical y vaginal que fueron expuestas in Gtero al DES por lo que su uso se

descontinud (Al Jishi & Sergi, 2017).

En la industria del plastico el uso del BPA se dispar6 en la década de 1950,
y se empez6 a utilizar como mondémero para la fabricacion de plasticos de
policarbonato y resinas epoxi, por los que su principal uso fue la produccion de
envases para almacenar alimentos y bebidas (Rubin, 2011). Aproximadamente el

porcentaje de materiales hechos con BPA es del 90% y en el 2006 fue uno de los
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productos quimicos mas fabricados en el mundo con una produccién de 3,8 millones

de toneladas (FitzGerald & Wilks, 2014).

Debido al uso frecuente, el BPA se ha convertido en un contaminante
ambiental ubicuo al que todos los organismos estan altamente expuestos. Las altas
temperaturas inducen la liberacion de monémeros de BPA que contaminan los
alimentos y bebidas que consumen los humanos y contaminan el medio ambiente
en todo el mundo. El BPA ingresa al cuerpo a través del tracto respiratorio, la piel y
el tracto digestivo, y se acumula en varios tejidos, sobre todo el tejido graso (Geens
et al.,, 2012). ElI BPA atraviesa la barrera placentaria tanto en roedores como en
humanos, lo que significa que la exposicion materna al BPA puede afectar al feto
en desarrollo (Balakrishnan et al., 2010). En humanos, el BPA esta presente en la
sangre, la orina, el liquido amnidtico y la sangre del cordon umbilical (Minatoya et al.,

2017).

Por sus propiedades estrogénicas y por la alta exposicién a las que los
organismos estamos expuestos, el BPA es considerado como un compuesto
disruptor endocrino. Los compuestos disruptores endocrinos se consideran como
moléculas o compuestos exdgenos (Ismanto et al., 2022) que interfieren con la
sintesis, secrecion, transporte, metabolismo, acciéon de uniéon o eliminacion de
hormonas naturales transportadas por la sangre que estan presentes en el cuerpo
y sean responsables de la homeostasis, la reproduccion y el proceso de desarrollo
(Kumar et al., 2020). Enfermedades como el cancer (Buoso et al., 2020), problemas
cardiovasculares (Heindel et al., 2017), trastornos del comportamiento (Shoaff et al.,

2020), defectos autoinmunes (Kuo et al.,, 2012) y enfermedades reproductivas
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(Zlatnik, 2016) estan relacionadas con estos disruptores endocrinos. Estudios
epidemiologicos en humanos han relacionado la exposicion del feto a
contaminantes ambientales con actividad estrogénica como el BPA, con trastornos
del desarrollo del testiculo (Fénichel et al. 2019; Gingrich, Ticiani, y Veiga-Lopez
2020). Algunos de estos estudios indican que los niveles de BPA en suero, asi como
los niveles de BPA en placentas a término, son mayores en nifilos que presentaban
alteraciones como criptorquidia o hipospadias (Fernandez et al., 2016; Komarowska

et al., 2015).

Por lo tanto, la exposicibn a contaminantes quimicos con actividad
estrogénica como BPA, puede interferir con la biosintesis, el metabolismo o la
accion hormonal normal en el organismo y durante el desarrollo temprano puede
alterar la diferenciacién de los CLF, perturbando su funcion paracrina con las células
de Sertoli y las CGPs dentro del testiculo fetal. Estas alteraciones de las células de
Sertoli y/o las células germinales durante la etapa fetal se han propuesto como
responsables de generar cierta inestabilidad cromosdmica en las poblaciones de
gonocitos e inhibir su diferenciacién a espermatogonias, 1o que parece ser critico
para el desarrollo del carcinoma in situ en adolescentes y adultos (Jacobsen et al.,
2000; Jgrgensen et al., 1997). Existe evidencia de que las génadas del conejo son
susceptibles de sufrir disgenesias por contaminantes ambientales (Higuchi et al.,
2003) e incluso carcinomas in situ (D. N. R. Veeramachaneni, 2006; D. N.

Veeramachaneni & Vandewoude, 1999).

Por otra parte, los andrégenos sintetizados y la sefializacion mediada por el

RA durante el desarrollo embrionario, determina la diferenciacion completa y la
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funcién esteroidogénica correcta de las células de Leydig en la vida adulta
(Kaftanovskaya et al., 2015). Por lo tanto, incluso una breve interrupcion y/o
inhibicion sutil del establecimiento del CLF, puede reflejarse en consecuencias
teratologicas y patologicas durante la vida postnatal como testiculos hipoplasicos,
criptorquidia, hipospadias y la persistencia de los conductos mullerianos (Asklund

et al., 2004).

Los trastornos reproductivos masculinos, conocidos colectivamente como el
"Sindrome de disgenesia testicular" (SDT), son el resultado de alteraciones en el
desarrollo de los testiculos durante la vida fetal (Minatoya et al.,, 2017). En la
disgenesia testicular los tabulos seminiferos y el estroma son anormales, no
desaparecen completamente los conductos de Miller, los conductos de Wolff no se
mantienen o su diferenciacidon es parcial y los genitales externos no se virilizan o lo
hacen parcialmente. En consecuencias estos individuos presentan genitales
ambiguos, criptorquidia uni o bilateral, ademas de presentar un elevado riesgo de
malignizacion testicular (Audi et al., 2006). EI BPA modifica el metabolismo de las
hormonas esteroides, mediante su unién a sus proteinas receptoras, o que a su vez
modifica las vias de transducciéon de genes, alterando el desarrollo fetal (N'Tumba-
Byn et al., 2012). Por lo tanto, el BPA es un candidato potencial para engendrar SDT
posnatal. La exposicion fetal al BPA puede afectar el establecimiento de la poblacion
de CLF al interrumpir el proceso esteroidogénico en los testiculos en desarrollo. Por
lo tanto, incluso una breve interrupcion del proceso esteroidogénico en los testiculos
fetales, puede tener consecuencias perturbadoras en la vida posnatal (Shima et al.,

2015).
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Existen variaciones importantes segun las diferentes especies, en cuanto a
los efectos de la exposicion intrauterina al BPA sobre las CLF y la funcion
esteroidogénica de los testiculos fetales. Los estudios de cultivos de Organos
informaron que el BPA reduce la actividad endocrina de los testiculos fetales en
humanos, ratas y ratones (N'Tumba-Byn et al., 2012) y los estudios in vitro en
células de Leydig TM3 indicaron que el BPA inhibe la accién de los andrégenos a

través del RA (Teng et al., 2013).

El efecto del BPA sobre la actividad proliferativa de las células de Leydig
sigue siendo controversial. Mientras que, durante el periodo prepuberal, las células
de Leydig en ratas aumentaron su proliferacion in vivo e in vitro (Chen et al., 2018),
otros estudios también en rata informaron que el BPA inhibe la proliferacion de
células de Leydig in vitro (Nanjappa et al., 2012). Otros reportes indican que, aunque
el efecto del BPA sobre la proliferacion de las CLF en ratones, ratas y humanos es
similar; el nivel mas bajo sin efecto adverso observado (NOAEL, por sus siglas en
inglés), establecido por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) es
mas de 100 veces menor en humanos que en roedores. Ademas, las vias de
senalizacion especificas para BPA difieren entre roedores y humanos (N'Tumba-
Byn et al.,, 2012). Aunque se han realizado muchos estudios principalmente en
roedores para conocer los efectos del BPA durante el desarrollo testicular, la
relacion con lo que ocurre en humanos aun no esta clara, especificamente durante

el proceso de diferenciacién de CLF.
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JUSTIFICACION

Debido a la preocupacion por el uso frecuente de roedores como modelos
para evaluar el riesgo de disruptores endocrinos en testiculos fetales humanos, se
ha recomendado el uso de modelos animales alternativos en los que los testiculos
fetales muestran un patron de desarrollo mas cercano a los humanos (Rouiller-
Fabre et al.,, 2015). En comparacion con el raton, donde la diferencia entre los
compartimentos cortical y medular no son evidentes, el conejo tiene ventajas para
evaluar los efectos de los agentes toxicos en el desarrollo temprano de los
testiculos. Por ejemplo, el patron gonadal de desarrollo en el conejo se parece al de
los humanos; ambos forman una gdnada bi-potencial con dos compartimentos
tisulares: la médula y la corteza, en los que se producen las interacciones somatico-

célula germinal segun el compartimento.

Es importante destacar que, en contraste con las células germinales casi
sincronizadas en ratones (Bullejos & Koopman, 2004), en el conejo y el humano la
poblacién de células germinales en proliferacion coexiste durante mucho tiempo con
células germinales que entran en meiosis 0 en detencién mitdtica en ovario y
testiculo, respectivamente. Por lo tanto, en comparacién con los roedores, el efecto
del BPA puede diferir en especies con un periodo de gestacién mas prolongado. Al
igual que los humanos, la poblacion de CLF en conejos contiene células troncales
proliferantes y células diferenciadas no proliferantes. Por lo tanto, las células
troncales proliferantes y de Leydig diferenciadas se exponen simultaneamente al
BPA, cuando se producen interacciones criticas de células germinales somaticas

paracrinas (Daniel-Carlier et al., 2013; Diaz-Hernandez et al., 2008).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de contaminantes ambientales con efecto estrogénico como el
BPA, puede alterar los procesos de diferenciacion y esteroidogénesis de las células
de Leydig en la etapa fetal, alterando su interaccion con las células de Sertoli y los
gonocitos, aumentando el riesgo de generar alteraciones que se podrian ver
reflejados en disgenesias o cancer testicular en la vida posnatal. Aunque la mayor
parte de mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de las génadas
derivan de estudios hechos en el ratbn como modelo experimental, su corta
gestacion y pequefo tamafo, difieren en varios aspectos morfogenéticos de los
observados en especies de mayor tamafio. Por lo que proponemos que el estudio
del efecto del BPA en modelos animales con gonadas grandes y poblaciones
asincronicas de gonocitos como el conejo podria brindarnos informacién mas
préxima a lo que ocurre en humanos acerca del del patron de desarrollo de
testicular, especialmente en la diferenciacion y actividad esteroidogénica de las

células de Leydig en etapa fetal.
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HIPOTESIS

El BPA modifica la diferenciacion y esteroidogénesis de las células de Leydig del
conejo al inicio de la maduracion de los cordones testiculares. Tales modificaciones
explicaran las alteraciones patologicas en la vida adulta, incluido el cancer testicular

reportado en humanos
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OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto del BPA sobre la proliferacion, diferenciacion y esteroidogénesis

de las células de Leydig durante el periodo fetal y postnatal del conejo.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar mediante el uso de RT-gPCR el efecto del BPA sobre el patron
de expresion de los genes SF1, (marcador de células precursoras de células
de Leydig fetales), CYP11A1 (enzima marcadora de células Leydig), 36-HSD
(enzima marcadora de células de Leydig) y RA (receptor a andrégenos,
marcador de células de Sertoli y células germinales) en testiculos fetales y

postnatales del conejo.

Conocer el efecto del BPA sobre el patron proliferativo de las células de
Leydig fetales y postnatales, correlacionando por inmunofluorescencia la
distribucion espacial de la proteina CYP11A1 y la proteina KI67 (marcador

de proliferacion).

Analizar mediante ELISA el efecto del BPA sobre los niveles de testosterona
en suero de los fetos y gazapos de conejo.
Determinar por microscopia electronica el efecto del BPA sobre el proceso

de diferenciacion morfolégica de las células de Leydig.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron hembras prefiadas de conejo de la cepa Nueva Zelanda, las
cuales se mantuvieron en jaulas individuales con alimento y agua a voluntad en la
Unidad de Modelos Bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.
La hembra tiene ovulacion refleja inducida por la monta, por lo que el inicio de la
gestacion se establecio en el momento en que se observo la cépula. El dia del coito

se denomind el dia “0”.

Tratamiento

Las hembras prefiadas fueron tratadas via oral, introduciendo una jeringa por
la zona de la mejilla, entre los dientes para administrar el BPA. Las dosis diarias
fueron de 50 mg/kg/dia de BPA (Sigma-Aldrich, USA) (Nutrition, 2023) disuelto en
etanol. Esta concentracion representa el nivel mas bajo en el que se observan
efectos adversos (LOAEL por sus siglas en inglés) en mamiferos, de acuerdo con
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO). ElI BPA fue administrado a partir
de los 15 dias post coito (dpc) a los 31 dpc. Las hembras prefiadas del grupo control
solo se trataron via oral con etanol. El tratamiento inicié a los 15 dpc cuando
comienza la diferenciacion de la cresta gonadal en el conejo (Diaz-Hernandez et al.,

2008).
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Obtencion de las muestras

Las hembras prefiadas y los recién nacidos fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital sédico (PiSA, México), siguiendo los lineamientos del
protocolo establecido por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999
(especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio). Los testiculos fueron muestreados los dias 17, 21, 26, 27, 28, 29, 30 y
31 dpcyl, 2y 3 dias posparto (dpp). Se diseccionaron pares de gonadas de al
menos cinco animales en cada etapa, una gonada de cada par se procesoO para

inmunofluorescencia y la contralateral para extraccion de RNA.

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales en el Instituto de Investigaciones

Biomédicas, UNAM.

Sexado de embriones

El sexo gonadal se identificd visualmente con la ayuda de un microscopio
estereoscopico, a excepcion de las gonadas de 17 y 21 dpc, en las que el sexo se
determiné mediante la amplificacion del gen SRY por RT-PCR, tal como lo describe
Diaz-Hernandez et al., 2008. EI DNA gendmico se obtuvo de las patas delanteras
de los fetos. Cada reaccion de PCR consisti6 en DNA genomico. Se realizaron
reacciones de PCR de 30yl utilizando 1.5 Ul Taq DNA Polymerase Platinum®, 3ul

de Buffer de PCR 10X, 1ul Mg?" [50mM], 1ul d'NTP’s [10mM], 1ul de cada

oligonucledtido [L0mM], 14 DNA y agua ultrapura.
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Extraccion de RNA total y transcripcion reversa

Las gbnadas se disecaron y almacenaron rapidamente en congelacion a -
70°C. La extraccion del RNA total se realizé usando el RNeasy Mini Kit (Qiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para evitar la contaminacién con DNA
genomico, el RNA fue incubado con RNase-Free DNase (Qiagen) a temperatura
ambiente durante 30 minutos. La concentracion y la calidad del RNA total se
evaluaron determinando la densidad optica en la relacion A260:A280 (2,0 ~ 0,15)
en un espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y mediante

electroforesis en gel (gel de agarosa al 1,5 % con bromuro de etidio).

Sintesis de DNA complementario

Para la sintesis de DNA complementario (cDNA), se coloco el RNA total (2
ug) en 20 ml de 10 Ul de la enzima transcriptasa reversa (Transcriptor Reverse
Transcriptase, Roche, Life Science). La sintesis de cDNA se realizé a partir de 2ug
de RNA total, en un volumen final de 20pul, con 10 Ul de la enzima transcriptasa
reversa (Transcriptor Reverse Transcriptase, Roche) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Se utilizé 1 pl de oligo dT [0.5ug/ul] 1 uL de Random Primers [1ug/ul], 2
gl de ANTP’s [10 mM], 4 ul de Buffer RT, 0.5 yL de RNAasa out, 0.5 uL de
trascriptasa reversa (Trancriptor Roche). Las reacciones fueron almacenadas a -
20°C hasta su uso. Los productos de las reacciones de PCR fueron cargados en un
gel de agarosa 1% con bromuro de etidio y las imagenes fueron capturadas

digitalmente. Los controles negativos se prepararon sin templado.
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PCR en tiempo real

La expresion génica se determind mediante PCR en tiempo real (QPCR)
(Applied Bio Systems, California, EE. UU.) a las edades de 17, 21, 26-31 dpc y 1-3
dpp. Los oligonucleotidos se disefiaron en el programa BLAST a partir de las
secuencias especificas reportadas en el NCBI (National Center for Biotechnology
Information, por sus siglas en inglés) para conejo (Oryctolagus cuniculus) de SF1,
CYP11A1, 38-HSD y RA (Tabla 1). Como genes constitutivos se probaron cuatro
genes Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT), glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), H2A histone family member X (H2AX) y
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta
(YWHAZ) (Tabla 1). Los oligonucledtidos de los genes constitutivos de H2AX y
YWHAZ se disefiaron de acuerdo con lo reportado por Daniel-Carlier et al., 2013.
En nuestras condiciones, HPRT resulto ser la opcion mas estable; por lo tanto, se
utilizé6 como control interno para validar los niveles de expresién génica. Los
oligonucledtidos y las temperaturas de fusion se presentan en la Tabla 1. La
autenticidad de los fragmentos se verificO mediante secuenciacion. Para
estandarizar las condiciones de qPCR de cada gen, se determiné la alineacién
Optima de los oligonucle6tidos por gradiente de temperatura y se obtuvo la eficiencia
de amplificacién de cada gen. La validacién de cada gen se realizo a partir de una
curva estandar utilizando al menos 4 diluciones seriales del templado 1:10 (100ng,
10 ng, 1 ng, 0.1 ng y hasta 0.01 ng). Los valores de Ct obtenidos a partir de la
amplificacion se graficaron contra el logaritmo de la cantidad de cDNA (diluciones

seriadas 1:10 a partir de 100ng/ul de cDNA).
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Para validar cada gen, la regresion semilogaritmica cumplié con los
siguientes parametros:
e Valor de pendiente de -3.32 ¥ 10%, que nos indica la eficiencia de
amplificacion.
e indice de correlacién (R?) = 0.99, que nos indica la reproducibilidad del

sistema.

Las reacciones de qPCR se realizaron utilizando SYBR Select Mix (Applied
Biosystems, California, USA) 1x, oligonucle6tidos (10 mM), 1 ml de cDNA diluido en
9 ml de agua libre de RNasase y agua ultrapura en un volumen total de 10 ml. En
todos los ensayos se corrieron controles negativos sin templado y las condiciones
de amplificacién fueron 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos, 40 ciclos a 95°C
por 15 segundos y 60°C por 1 minuto. Posteriormente, se generaron curvas de

fusidn para asegurar la amplificacion de un solo producto.

La expresion de los genes se cuantificé mediante la comparacion relativa Ct.
El Ct se define como el niumero de ciclo fraccionario en el que la fluorescencia
indicadora alcanza un determinado nivel. Para calcular los cambios relativos en la

expresion de cada gen se utilizé el método 222,
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Gen Secuencia 5'— 3 Tamafio del Temperatura Referencia NCBI

amplicén de fusion

Steroidogenic factor 1

SF1 S: CGCAGGTGCATGGTCTTCAA 112 pb 60°C XM_008273334.2
AS: CGTACTGGATCTGGCGGTAG 60°C

Cytochrome P450 family 11 subfamily A member 1

CYP11A1 S: CCGTGGTATCCTCTACAGCC 136 pb 60°C XM_008253734.2
AS: CCCCATCTCATACAGGTGCC 60°C

3 beta-Hydroxy-steroid dehydrogenase

36-HSD S: CAGGTGTCATTCACCGAGACA 131 pb 60°C XM_002715686.3
AS: GTTGGGTCCAGCTACTTCCA 60°C

Androgen receptor

AR S: GTGCCCTATCCCAATCCCAG 107 pb 60°C NM_001195724.1
AS: ACGTGGTCCCTAGCAGTCTC 60°C

Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase

HPRT S: GCAGACCTTGCTTTCCTT 103 pb 60°C EF219063.1
AS: GTCTGGCCTGTATCCAACACT 60°C

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

GAPDH S: GTATGATTCCACCCACGGCA 129 60°C NM_001082253.1
AS: CCAGCATCACCCCACTTGAT 60°C

H2A histone family member X

H2AX S: ACCTGACGGCCGAGATCCT 126 60°C Daniel-Carlier et al.,
AS: CGCCCAGCAGCTTGTTGAG 60°C 2013.

Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta

YWHAZ S: GGGTCTGGCCCTTAACTTCTCT 100 60°C Daniel-Carlier et al.,
AS: AGCAATGGCTTCATCAAAAGC 60°C 2013.

Sex-determining region Y

SRY S: GTGGTCCCAACATCAGA 202 pb 56°C Diaz-Hernandez et
AS: ACCTCGTCGGAAGGTTAAAATC 56°C al., 2008.

Tabla 1. Condiciones y caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para PCR en tiempo real.

S: secuencia sentido, AS: secuencia antisentido, pb: pares de bases.
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Inmunofluorescencia para la deteccion de las proteinas CYP11A1 Y KI67

Para las inmunofluorescencias, los testiculos disecados se fijaron en 4% de
paraformaldehido en PBS. Las muestras se deshidrataron en series ascendentes
de sacarosa, se incluyeron en Tissue Tek y se congelaron a -70°C. Para analizar la
proliferacion de las células de Leydig se utilizd la colocalizaciéon del marcador
nuclear anti-KI67 (M740, clone MIB-1, Dako, Denmark) y el marcador citoplasmatico
anti-CYP11A1 (sc-18043, Santa Cruz, Biotechnology). Se procesaron testiculos de
19,21,27,28y 31 dpcy 1, 2y 3dpp. Se utilizaron criosecciones de testiculo de 30
um, orientadas longitudinalmente. Cada crioseccion se coloco alternadamente en
una de cuatro laminillas para incluir secciones representativas de cada génada en
cada laminilla. Para la recuperacion de antigenos inducida por calor, las laminillas
se colocaron en un buffer Tris pH 10 durante 45 min a 90 °C, luego se transfirieron
a PBS y Triton X-100 al 0,5 % en PBS en una secuencia de rack para
inmunofluorescencia. Para bloguear la tincién inespecifica, las secciones se
incubaron con suero de caballo al 10 % en PBT (0,5 % Triton 100X/PBS) durante 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las secciones se lavaron y se
incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpo primario de cabra anti-CYP11A1,
diluido 1:70. Luego, se incubaron con el anticuerpo secundario anti-cabra burro
Alexa Fluor 488 (A11055, Molecular probes, Invitrogen) durante 20 min a
temperatura ambiente y se dejé durante la noche a 4 °C con el segundo anticuerpo
primario monoclonal de ratén anti-Ki67, diluido 1:150. El anti-raton burro Alexa Fluor
555 (A31570, Molecular probes, Invitrogen) se utiliz6 como anticuerpo secundario.
Los nucleos celulares se contrastaron con yoduro de TOTO-3 (azul) (T3604,

Molecular Probes, Invitrogen) y se montaron con medio fluorescente (S3023, Dako,
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Agilent Technologies, Dinamarca). Las imagenes fueron recolectadas y procesadas
con un microscopio confocal Zeiss Pascal LSM5. En los controles negativos se
omitieron los anticuerpos primarios y se incubaron exclusivamente con anticuerpos
secundarios. Células de Leydig tefiidas en verde y Ki67 en color rojo. El nUmero de
células marcadas con CYP11Al Y KI67 colocalizados se midié con el software de
imagen Zeiss LSM5 en cuatro criosecciones para testiculos (n = 4 testiculos por
edad). Las células marcadas se identificaron claramente en pilas confocales 3D de

secciones 6pticas de 3,0 um y se contd su nimero por unidad de area (325,67 mm?).

Obtencion de suero y ensayo de testosterona

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién cardiaca, se colectaron
en tubos eppendorf sin solucién anticoagulante y se dejaron reposar durante 1hr a
temperatura ambiente para favorecer la coagulacion, posteriormente las muestras
se almacenaron a 4 °C durante 24 h, se centrifugaron a 3000 rpm x 15 min a 4 °C,
se recuperaron los sueros y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Se analizaron
muestras de al menos cinco animales de cada edad. Los niveles de testosterona
sérica se cuantificaron mediante inmunoanalisis competitivo de ELISA (ENZO,
testosterone ELISA kit, Farmingdale, NY) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.
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Secciones semifinas y microscopia electronica de transmision

Los testiculos de cada grupo se fijaron en solucion de KRNAovsky y
posteriormente se post fijaron con OsO4 al 1 % en buffer Zetterqvist. Después, los
testiculos fueron deshidratados en una serie ascendente de concentraciones de
etanol y se incluyeron en Epon 812. Se cortaron secciones semifinas (1 um de
espesor) con un ultramicrotomo (Power Tome Microtomy XL, RMC) y se tifieron con
azul de toluidina. Las secciones finas de 60 nm se tifieron con acetato de uranilo y
citrato de plomo. Las imagenes fueron recolectadas y procesadas con microscopio

de luz o con microscopio electronico de transmisioén (Jeol EM1010).

Analisis estadistico

Los datos se presentan como media y error estandar (SEM). Las diferencias
estadisticas entre los grupos se evaluaron y compararon mediante una prueba
ANOVA de una via, seguida de la correccion de Welch. La significacion estadistica

se establecié como p<0,05.

Sexado de los embriones

El sexo de los embriones de 17 y 21 dpc se determind por PCR mediante la
amplificacion de un fragmento del gen Sry presente Unicamente en el DAN de
machos, por lo que no se detecta en hembras ni en el control negativo sin templado

(Figura 4).
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Figura 4. Sexado de embriones de conejo de 21 dpc mediante la amplificacién de un fragmento
del gen Sry. Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio. Carril-1 marcador de peso molecular
(MPM), Carril-2 control sin templado, Carriles 3-4, 9-10 muestras de diferentes embriones hembras
(H), Carriles 5-8 muestras de diferentes embriones machos (M). CN: control negativo.

Extraccion de RNA

Las extracciones de RNA total se verificaron corriendo las muestras en un
gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio. La presencia de las bandas de
RNA ribosomal 28S y 18S corrobora la integridad del RNA obtenido. No se aprecia

contaminacion por DNA gendmico (Figura 5).
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Figura 5. Fotografia de un gel de agarosa donde se muestra la integridad del RNA total
obtenido de testiculos de conejo de 31 dpc. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio,
en cada carril se carg6 la cantidad de 0.2 ug de RNA, las flechas rojas indican las bandas de RNA
ribosomal 28S y 18S. Cada numero indica el carril en el que se corrio el RNA total de cada testiculo

de conejo de 31 dpc procesado.

Sintesis de cDNA

Para corroborar la eficiencia de la sintesis de cDNA utilizando la transcriptasa
reversa, se realiz6 la amplificacion del gen enddégeno de Hprt (462 pares de bases).
En la figura 6 se puede observar la integridad del cDNA sintetizado a partir del RNA

total extraido de testiculos de conejo de 31 dpc.
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Figura 6. Fotografia de un gel de agarosa donde se aprecia la integridad del cDNA sintetizado
a partir del RNA total extraido de testiculos de conejo de 31 dpc. Gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio. Carril-1 marcador de peso molecular (MPM), Carril-2 control sin templado,
Carriles 3-13 muestran las bandas Unicas que corresponden a la amplificaciéon del gen endégeno

Hprt a partir del cDNA de testiculos de conejo de 31 dpc. ph: pares de bases, CN: control negativo.

Gradientes de temperatura

Para estandarizar las temperaturas Optimas de alineamiento de los
oligonucledtidos para qPCR se realizaron gradientes de temperatura. En las figuras
7y 8 se muestran los geles representativos de los gradientes de temperatura de los
genes utilizados, el recuadro amarillo indica el producto amplificado a la temperatura

Optima de alineamiento.
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Sfl Cypllal

CN 58 60 62 64 wmpPm mpm CN 58 60 62 64

112 pb

RA 3[3-Hsd
MPM  CN 58 60 62 64 MPM  CN 58 60 62 64

107 pb

Figura 7. Fotografias de geles de agarosa donde se muestran los gradientes de temperatura
de los genes blanco Sf-1, Cypllal, RA y 38-Hsd. Se utilizaron gradientes de temperatura de

58°C a 64°C. La temperatura 6ptima de cada gen fue de 60°C y se indica en el recuadro amarillo.

CN: Control negativo, pb: pares de bases. MPM: marcador de peso molecular.
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Hprt Gapdh
mpm CN 56 58 60 62 mpm CN 56 58 60 62

103 pb

H2ax Ywhaz
MPM CN 56 58 60 62 Mpm CN 56 58 60 62

——

126 pb 100 pb

Figura 8. Fotografias de geles de agarosa donde se muestran los gradientes de temperatura
de los genes enddgenos Hprt, Gapdh, H2ax y Ywhaz. Se utilizaron gradientes de temperatura de
56°C a 62°C. La temperatura Optima de cada gen fue de 60°C y se indica en el recuadro amarillo.

pb: pares de bases, CN: Control negativo. MPM: marcador de peso molecular.

Validaciones para gPCR

Los valores obtenidos de la pendiente, asi como el indice de correlacién (R?)
de cada gen se resumen en la Tabla 2. Los valores de los genes analizados
cumplieron los parametros establecidos excepto el gen endégeno Ywhaz por lo
tanto se descart6 como gen de referencia. En nuestras condiciones, Hprt resulto

ser el gen enddgeno mas estable; por lo tanto, se utiliz6 como control interno para
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validar los niveles de expresion génica de Cypllal, Sfl, 3b-Hsd y RA. Las graficas

y las curvas de disociacion de cada gen analizado se muestran en el material anexo.

Nombre Valor de la pendiente
Genes blanco

CYP11A1 -3.64

36 -HSD -3.46

RA -3.25

SF1 -3.29

Genes enddgenos

HPRT -3.65
GAPDH -3.61
H2AX -3.45
YWHAZ -4.17

indice de correlacién

0.99
0.99
0.99
0.99

0.99
0.99
0.99
0.99

Tabla 2. Valores de las curvas de validacién de cada gen obtenidas a partir de del valor de la

pendiente y el indice de correlacién (R?).
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RESULTADOS
Niveles de expresion de SF1, CYP11Al, 36-HSD y RA en testiculos de fetos de
conejos y recién nacidos de controles y tratados con BPA

Para comprender como el BPA puede alterar las vias reguladoras de la
esteroidogénesis durante el establecimiento de la poblacion fetal de las células de
Leydig, se extrajo el RNA total de testiculos de conejos a los 17, 21, 26, 27, 28, 29,
30y 31 dias post coito (dpc) y 3 dias posparto (dpp). y se analizaron los niveles de
expresion por medio de PCR de tiempo real de tres factores: un receptor nuclear
SF1 y las enzimas esteroidogénicas CYP11Al y 36-HSD. Se detectaron altos
niveles de expresion de SF1 a los 17 dpc en los grupos control y tratados con BPA
(Figura 9). Posteriormente, aunque los niveles disminuyeron en ambos grupos, el
grupo tratado con BPA mostré niveles significativamente mas altos que los controles
a los 26 dpc. Luego, el perfil de expresion del grupo BPA disminuyé y se mantuvo
similar o inferior al grupo control, hasta los 31 dpc. Sin embargo, a los tres dpp, los
niveles relativos de SF1 en el grupo de BPA disminuyeron significativamente por

debajo de los controles (Figura 9).
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Figura 9. Efectos del bisfenol A (BPA) sobre los niveles de expresién génica en SF1. El BPA-
alterd los niveles de expresion de SF1, observandose los niveles significativamente mas altos en los
controles a los 26 dpc. Sin embargo, a los tres dpp, los niveles relativos de SF1 en el grupo de BPA
disminuyeron significativamente por debajo de los controles. Cada barra representa la media de
expresion relativa de SF1 a HPRT ~ SEM. Los asteriscos indican una diferencia significativa con el
control. *P < 0,05. dpc: dias post coito, dpp: dias post parto. La barra representa la media de una
n=5 los cuales corresponden al menos a 3 camadas distintas. Los experimentos se realizaron por

triplicado.

Asimismo, aunque se detecté CYP11A1 en los testiculos de ambos grupos a
los 17 dpc, los niveles en el grupo BPA fueron significativamente méas bajos (Figura
10). En contraste, cuatro dias después, a los 21 dpc, los niveles de CYP11A1 en el
grupo de BPA aumentaron hasta igualar a los del grupo control. Los niveles del
grupo de BPA luego disminuyeron nuevamente, hasta 27 dpc, cuando los niveles
se registraron significativamente mas bajos que los controles. La diferencia entre

grupos de niveles de CYP11A1 no fue significativa, hasta los tres dpp (Figura 10).
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Figura 10. Efectos del bisfenol A (BPA) sobre los niveles de expresion génicaen CYP11Al. La
exposicion al BPA alteré la expresion de CYP11A1, observandose una marcada disminucién hacia
los 17 y 27 dpc, contrario a los tres dpp donde la expresién de CYP11A1 fue mayor en el grupo
tratado con BPA respecto a los controles. Cada barra representa la media de expresién relativa de
CYP11Al a HPRT ~ SEM. Los asteriscos indican una diferencia significativa con el control. *P <
0,05. dpc: dias post coito, dpp: dias post parto. La barra representa la media de una n=5 los cuales

corresponden al menos a 3 camadas distintas. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Al igual que CYP11A1, el perfil de transcripcién de 36-HSD fue significativamente
menor en los testiculos de los conejos tratados con BPA que entre los controles. En
general, el perfil de expresién en muestras de animales tratados con BPA estuvo
por debajo del perfil de los controles, con diferencias significativas a los 17, 27 y 28

dpc. Sin embargo, los niveles de 38-HSD aumentaron a los tres dpp (Figura 11).
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Figura 11. Efectos del bisfenol A (BPA) sobre los niveles de expresién génica en 36-HSD. La
exposicién al BPA altero la expresion de 36-HSD, observandose una marcada disminucion hacia los
17,27y 28 dpc, contrario a los tres dpp donde la expresion de 36-HSD fue mayor en el grupo tratado
con BPA respecto a los controles. Cada barra representa la media de expresion relativa de 36-HSD
a HPRT ~ SEM. Los asteriscos indican una diferencia significativa con el control. *P < 0,05. dpc: dias
post coito, dpp: dias post parto. La barra representa la media de una n=5 los cuales corresponden al

menos a 3 camadas distintas. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Interesantemente, a los 17 dpc, los niveles de RA fueron similares tanto en los
testiculos tratados con BPA como en los de control. Después de eso, los niveles
disminuyeron significativamente a los 27 dpc en el grupo de BPA, permaneciendo
similares en ambos grupos hasta el dia 31. Por el contrario, después del nacimiento,
la expresion de RA aumentd significativamente en los testiculos de gazapos de

madres tratadas con BPA, en comparaciéon con sus controles (Figura 12).
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Figura 12. Efectos del bisfenol A (BPA) sobre los niveles de expresién génica de RA. La
expresién de RA fue menor en el grupo tratado con BPA respecto al grupo control, excepto a los tres
dpp, donde la expresién fue significativamente mayor. Cada barra representa la media de expresion
relativa de RA a HPRT ~ SEM. Los asteriscos indican una diferencia significativa con el control. *P
< 0,05. dpc: dias post coito, dpp: dias post parto. La barra representa la media de una n=5 los cuales

corresponden al menos a 3 camadas distintas. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Las variaciones en los niveles de expresion de los genes analizados se
atribuyen principalmente al efecto del BPA sobre los procesos de diferenciacion y
esteroidogénesis de las células de Leydig fetales. Sin embargo, hay que tomar en
cuenta que el resultado puede derivar de diferencias en la proporcién de células que
expresan los genes analizados, asi como de las multiples vias involucradas en la

regulacion del proceso esteroidogénico alterado por el BPA.
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Concentracion de testosterona en suero de fetos de conejos y recién nacidos
controles y tratados con BPA

Para definir si el efecto disruptor esteroidogénico del BPA afecta los niveles
de la testosterona secretada por los testiculos en desarrollo, se determinaron los
niveles de testosterona sérica en fetos y recién nacidos. La figura 13 presenta los
niveles de testosterona medidos en suero de muestras del feto a los 17, 21, 27 y 28
dpc y recién nacidos a los 1-3 dpp. Aunque durante el periodo fetal, los niveles de
testosterona fueron similares en los testiculos de los grupos BPA y control, se
evidencio un nivel significativamente mas alto en los gazapos nacidos de madres

tratadas con BPA, a los tres dpp (Figura 13).
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Figura 13. Efectos del bisfenol A (BPA) sobre la concentracion de testosterona medida en
suero. El nivel de testosterona fue significativamente mas alto en los gazapos nacidos de madres
tratadas con BPA a los tres dpp. El asterisco indica diferencias significativas en comparacion con el
control. Las barras representan la media ~ SEM, *P < 0,05. dpc: dias post coito, dpp: dias post parto.
La barra representa la media de una n=5, los cuales corresponden al menos a 3 camadas distintas.
El experimento se realiz6 por triplicado.

Los niveles en la concentracion de testosterona sérica aumentaron sustancialmente
en las crias posnatales, lo que se podria correlacionar positivamente tanto con el
aumento en los niveles de expresion de RA como en el de las enzimas

esteroidogénicas CYP11A1 Y 38-HSD en las CLF tratadas con BPA.
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Proliferacion de las células de Leydig fetales en testiculos de conejos de controles
y tratados con BPA

Para estudiar el efecto del BPA en el tejido esteroidogénico en testiculos de
conejo en desarrollo, correlacionamos la expresion de CYP11Al y KI67. El
anticuerpo contra CYP11A1 marca la primera enzima en el proceso
esteroidogénico, lo que nos permitio identificar a las células de Leydig fetales. Sin
embargo, la capacidad de proliferacion de las células de Leydig se identificd por el
anticuepo contra KI67, que marca a las células en proliferacion. A medida que las
células de Leydig diferenciadas dejan de proliferar y entran gradualmente en reposo,
el analisis de las células de Leydig proliferando y no proliferando revela el efecto del
BPA en el transcurso normal del tiempo durante el establecimiento de la poblacion
de células de Leydig in situ. Se contaron dos poblaciones de células de Leydig: (1)
células de Leydig proliferando, positivas a KI67 (CYP11A1+/KI67+) y (2) células de
Leydig no proliferando, negativas a KI67 (CYP11A1+/KI67-). La proporcion de
células de Leydig en proliferacién en la poblacién de control parecia similar en los
testiculos tratados con BPA y de control a los 19 dpc. Sin embargo, posteriormente
el namero de células de Leydig proliferativas fue significativamente menor en los
testiculos tratados con BPA que en los controles de 21-28 dpc. Una vez mas, las
diferencias no fueron significativas en el dia 31 y entre los gazapos recién nacidos

(Figura 14).
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Figura 14. La proporcién de las células de Leydig que proliferan fue menor en los testiculos
de conejos tratados in Gtero con Bisfenol A (BPA) respecto a los controles. Hay diferencias
significativas aparentes en el numero de células de Leydig proliferativas en los testiculos tratados
con BPA en comparacion con los controles a los 21-28 dpc (*p<0,05). Las barras representan la

media de una n=4~ SEM. dpc: dias post coito, dpp: dias post parto.

Debido a que el recuento de células de Leydig presentado en la figura 14 se
realizd utilizando secciones congeladas de 30 um de espesor, se hicieron
reconstrucciones de imagenes confocales de 3,0 um de espesor para aumentar la
resolucion de las células de Leydig proliferativas y las no proliferativas. La figura 15
muestra secciones congeladas representativas de embriones controles y tratados

con BPA alos 21 dpc.
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Figura 15. Inmunotinciones representativas de secciones congeladas de testiculos de
embriones controles (A) y tratados con bisfenol A (BPA) (B) a 21 dpc. Las células de Leydig en
proliferacion, positivas para Kl67, estdn encerradas en circulos blancos. Las flechas amarillas
sefialan a células de Leydig en proliferacién, en las que el nlcleo rojo se encuentra en otra capa

Optica de la pila confocal. dpc: dias post coito. El ntcleo de todas las células fue tefiido con TOTO.

La figura 16 muestra una colocalizacién de inmunofluorescencia representativa
en células de Leydig fetales de un testiculo de control a los 28 dpc. Las células de
Leydig identificadas expresaron CYP11A1 (verde) en las mitocondrias KI67 (rojo)
se localiz6 en el nucleo de todos los tipos de células proliferando en los testiculos.
La fusion de la imagen confocal facilitd la identificacion precisa de las células de

Leydig proliferando de las que no se encuentra proliferando.
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Figura 16. Colocalizacién inmunofluorescente de alta resolucién de CYP11A1 (verde) y KI67
(rojo) para identificar células de Leydig fetales proliferativas (circulo) y no proliferativas
(flechas) de un testiculo de control a los 28 dpc. dpc: dias post coito. El nicleo de todas las
células fue tefiido con TOTO.

La proporcion de células de Leydig proliferando fue menor en los grupos
tratados respecto a los controles, lo que nos indica el efecto del BPA en el
establecimiento de la poblacion de las células de Leydig fetales. Por otra parte, la
mayor proporcion de células proliferando en los controles se correlaciona con los
niveles de expresion significativamente mas altos de los dos genes CYP11Aly 3b-

HSD analizados.
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Diferenciacion de las células de Leydig fetales

En el estudio ultraestructural para evaluar la cito diferenciacion en células de
Leydig proliferativas y no proliferativas, durante el tratamiento con BPA, se observo
que a los 21 dpc, los testiculos de conejo muestran los cordones seminiferos
rodeados por el tejido estromal, entre los cuales se estan diferenciando grupos de
células de Leydig (Figura. 17 A, B). Ademas de ser mas grandes que otras células
del estroma, las células de Leydig diferenciadas desarrollan dos organulos celulares
notables: las mitocondrias y el reticulo endoplasmico liso. En contraste con las
mitocondrias de las células de Leydig adultas con crestas tubulares, las células de
Leydig fetales y recién nacidas del conejo en su mayoria mantienen crestas
laminares en sus mitocondrias (Figuras 18B, 19C). Sin embargo, el reticulo
endoplasmico liso desplaza gradualmente a otros organulos y ocupa la mayor parte
del espacio citoplasmatico (Figuras 18B, 19C). A medida que los testiculos fetales
crecen considerablemente con la edad, principalmente debido al mayor espacio
ocupado por el tejido del estroma (vasos sanguineos, fibroblastos y matriz
extracelular), los grupos de células de Leydig a los 28 dpc se vuelven mas dispersos
(Figura 18A). Interesantemente, los grupos incluian células de Leydig con diferentes
grados de reticulo endoplasmico liso y rugoso. Las células con predominio de
reticulo endoplasmico rugoso probablemente corresponden a células de Leydig que

todavia estan proliferando (Figura 18B).
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Figura 17. Imagenes representativas de microscopio éptico y electrénico de testiculos fetales
de conejo de control alos 21 dpc. (A) Seccién semifina tefiida con azul de toluidina que muestra
los cordones seminiferos (SC) conectados a la rete testis (RT), rodeados por grupos de células de
Leydig (LyC) entre el tejido estromal. (B) Micrografia electrénica que muestra una célula de Leydig
gue empieza a formar cisternas de reticulo endoplasmico liso (flechas amarillas). El recuadro en (A)
muestra un area de gran aumento del cuadrado blanco en la imagen B. mt, mitocondrias redondas;

Nu, ntcleo; Ncl, nucléolo. dpc: dias post coito.
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Figura 18. Micrografias de luz y electrénica de un testiculo tratado con bisfenol A (BPA) a 28

dpc. (A) Seccion semifina que muestra los cordones seminiferos (SC) rodeados por racimos de
Leydig ubicados entre el tejido estromal (LyC). (B) Ultraestructura de parte del citoplasma de dos
células de Leydig unidas en un grupo. La célula superior muestra un reticulo endoplasmico liso
predominante (SER). Por el contrario, la célula de la parte inferior tiene un reticulo endoplasmico
rugoso (RER) predominante, que probablemente corresponden a células proliferativas y no
proliferativas respectivamente. dpc: dias post coito.
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Figura 19. Inmunofluorescencia y microscopia electrénica de una seccion de testiculo de

control a los 28 dpc. (A) Inmunotincion de CYP11A1 (verde), localizado en la mitocondria de la
célula de Leydig, los nlcleos se tifien con yoduro de toto-3 (azul). (B) Micrografia electrénica que
muestra un grupo de células en el estroma: tres células de Leydig (1, 2 y 3), un fibroblasto en corte
transversal (f) y una célula endotelial (en). (C) Ultraestructura de una célula de Leydig, el citoplasma,
muestra abundantes mitocondrias prominentes con cisternas laminares, reticulo endoplasmico liso
(SER) y gotitas de lipidos (Ld). Nu, nucleo. dpc: dias post coito.

A nivel ultraestructural, la cantidad de cisternas lisas del reticulo
endoplasmico liso en las CLF en el conejo nos indica la presencia de una poblacién
heterogénea en términos de diferenciacion, por lo tanto, el efecto del BPA actlua
sobre una poblacién de células de Leydig fetales asincronicas probablemente

aumentando su efecto sobre la via esteroidogénica normal.
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DISCUSION

Los estudios sobre la toxicidad del BPA en el desarrollo y la reproduccion de
los roedores llevaron a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) a proponer que
50 mg/kg por dia representan el nivel mas bajo en el que se observan efectos
adversos (LOAEL por sus siglas en inglés) en mamiferos. Con dicho criterio, en el
presente estudio, suministramos diariamente 50 mg/kg de BPA a conejas prefiadas.
El tratamiento se inicid a los 15 dpc, correspondiente al establecimiento de las
crestas genitales en el embrion del conejo, seguido del inicio de la especificacidon de
las células de Sertoli y las células de Leydig en el testiculo fetal (Diaz-Hernandez
et al., 2008). Para evaluar el efecto del BPA en la diferenciacién de la poblacion de
las CLF, analizamos los perfiles de expresion de tres genes que codifican factores

implicados en la produccion de testosterona: SF1, CYP11A1, 36-HSD vy el del

receptor de andrégenos RA, durante el periodo fetal y al tercer dia postparto (3 dpp).

Diferentes estudios en los que se ha empleado al ratbn como modelo,
encontraron que SF1 juega un papel central en la especificacion de las células de
Leydig, regulando los genes que codifican para las enzimas involucradas en el
proceso de esteroidogénesis (Hatano et al., 1996; Leers-Sucheta et al., 1997). Los
cambios en los niveles de SF1 alteran la diferenciacion y la capacidad
esteroidogénica de las células de Leydig durante la etapa fetal, lo que a su vez
compromete la poblacion de las células de Leydig en el testiculo adulto (Barsoum
et al., 2013). SF1 se expresa por primera vez en la cresta urogenital en E9.5 y luego

continla en las células de Sertoli y las células de Leydig durante toda la vida
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posnatal y adulta en roedores, mientras que, en humanos, SF1 se comienza a
expresar en la cresta genital hacia el dia 33 de gestacion y hacia las 18 SG los
niveles de expresion son detectados principalmente en el estroma (Hanley et al.,

1999; Mamsen et al., 2017).

En la cresta genital, el testiculo es determinado por la expresion del gen SRY
en las células de pre-Sertoli de los cordones seminiferos. A su vez, dichas células
producen factores de sefializacién que especifican a las células progenitoras de las
CLF ubicadas en el estroma testicular. El factor SF1 se dimeriza con SRY y AMH
en las células de pre-Sertoli embrionarias y células de Sertoli fetales y perinatales,
respectivamente. Los testiculos de conejo controles mostraron los niveles mas altos
de SF1 a los 17 dpc. Posteriormente, los niveles disminuyeron mostrando
variaciones considerables a lo largo de todo el periodo analizado. Sin embargo, en
los animales tratados con BPA los niveles de SF1 fueron significativamente
diferentes en el periodo perinatal. Resultaron mas altos a los 27 dpc y mas bajos a
los tres dpp. Los niveles de expresion de SF1 detectados en el presente estudio,
pueden corresponder al cambio en la proporcion de células de los dos tipos de
poblaciones celulares que expresan SF1 o a una evidente la alteracion provocada
por el disruptor enddcrino durante el proceso de diferenciacion normal de las células

de Leydig.

El hecho de que los niveles de transcripcion de SF1 corresponden a las
células de Sertoli y Leydig en el testiculo fetal de conejo, la falta de una correlacion

directa entre los niveles de SF1, CYP11Al, 38-HSD y RA puede deberse a las

multiples vias involucradas en la regulacion del proceso esteroidogénico que puede
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ser alterado por el BPA. A nivel testicular, el BPA actia como antagonista de los
receptores de andrégenos (Wolstenholme et al., 2011) y puede inhibir la actividad
enzimatica de CYP11Aly 3B-HSD (Peretz & Flaws, 2013; Ye et al., 2011). Ademas,
el BPA interrumpe el equilibrio de las hormonas esteroides en los testiculos,
alterando los niveles de CYP11Al y CYP19 a través de la via de sefalizacion de

JNK/c-jun, independientemente de SF1 (Lan et al., 2017).

La mayoria de los estudios sobre el mecanismo del efecto del BPA en las
células de Leydig corresponden a estudios in vitro o con roedores posnatales. En el
presente trabajo, el disefio experimental para observar el efecto del BPA sobre las
CLF del conejo pretendi6 imitar la condicion real en la que el BPA afecta a los
testiculos fetales desde un punto de vista holistico. Dado que el BPA se suministré
por via oral a conejas prefiadas, la alteracion tanto de la proliferacién como de la
esteroidogénesis de la poblacion de CLF observado aqui resulta de mdultiples
factores. EI BPA puede interrumpir la expresién génica de SF1 y las enzimas
esteroidogénicas CYP11A1ly 36-HSD, a través de vias de sefializacion alternativas,
que incluyen JNK/c-jun, control de retroalimentacion de esteroides y metabolismo
hormonal. Por lo tanto, la falta de correlacion paralela entre los niveles génicos del
receptor nuclear SF1 y las enzimas esteroidogénicas puede explicarse por los

efectos multifactoriales del BPA en el desarrollo de la poblacion de CLF.

Aunque el BPA tiene efectos adversos sobre las enzimas que participan en
el proceso de esteroidogénesis de las células de Leydig, los resultados varian segun
el modelo animal y el disefio experimental. El tratamiento in utero de ratas prefiadas

con 400 mg/kg de BPA regulo a la baja los niveles RNAmM de CYP11A1y su proteina
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(Lv et al., 2019). En crias machos de ratones expuestas a 50 mg/Kg/dia de BPA
durante el periodo prenatal, hubo una disminucién evidente de los niveles de
CYP11A1l en los testiculos (Xi et al., 2011). En ratones, la amplificacion testicular

tanto de CYP11A1l como de 38-HSD se detect6 de los 13 a los 20 dpc (Greco &

Payne, 1994).

En hembras prefiadas de conejo, los esteroides C21 de origen placentario
son precursores potenciales en la biosintesis de testosterona antes del inicio de esta
funcion en el testiculo fetal, donde el inicio de la sintesis de testosterona por parte
de la 36-HSD ocurre entre los 17 y 19 dpc (Wilson & Siiteri, 1973). Usando qRT-
PCR en CLF de conejos controles confirmamos que los niveles de CYP11Al y 36-
HSD comienzan a los 17 dpc y alcanzan su punto maximo a los 21 dpc.
Posteriormente, los niveles de expresién de la transcripcion de los dos genes oscilan

hasta 3 dpp.

Contrario a los testiculos de controles a los 17 dpc, dos dias después del
inicio del tratamiento, los niveles de CYP11A1l y 36-HSD fueron significativamente
mas bajos en los testiculos tratados con BPA. Aunque los niveles aumentan a los
21y 26 dpc, en el dia 27, CYP11A1 disminuye significativamente mas que en los
controles, mientras que el nivel de expresién de 36-HSD es mas bajo a los 27 y 28
dpc. Finalmente, aunque durante el periodo perinatal (20 dpc a 3 dpp), los diferentes
niveles de transcripcion de los dos genes aparecieron entre los testiculos de control
y tratados con BPA, estos no fueron significativos. Un mecanismo propuesto para
el efecto anti-androgénico del BPA es que compite con los andrégenos por el RA,

evitando su translocacioén al nlcleo celular. Asi, el BPA inhibe la formacién de
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complejos funcionales necesarios para la transcripcion (Teng et al., 2013). Ademas,
en un trabajo reciente en in vitro (Wang et al., 2017) observaron que la proliferacion
de células TM4 de Sertoli de raton, disminuye por la accion antagonista del el BPA
sobre el RA, ya que por una parte se inhibe las interaccion de las regiones amino y
carboxilo terminales de RA y por otra aumentan las interacciones de AR con los co-
represores Mediador silenciador de los receptores de la hormona tiroidea (SMRT,
por sus siglas en inglés) y el Correpresor del receptor nuclear (NCoR, por sus siglas
en inglés), lo que indica un mecanismos antiandrogénicos mediante los cuales el

BPA antagoniza la sefalizacion AR.

Ademas de las células de Sertoli, las células peritubulares y los gonocitos
también expresan el RA en los testiculos fetales. Por lo tanto, los efectos
perturbadores causados por el BPA en la diferenciacion, proliferacion y actividad
esteroidogénica de la poblacion de CLF también afectan el tiempo de sefializacion
entre las células, lo que pueden diferir entre especies (Hazra etal., 2013). Las
células de Leydig de fetos de humanos y testiculos de recién nacidos expresan el
RA (Boukari et al., 2009). Por el contrario, las CLF en roedores son independientes
de los andrégenos (Shima et al., 2015). En las génadas fetales de ratas macho, el
RA se expres6 alos 17 dpc y posteriormente aumentd. Nuestros resultados actuales
muestran que, en comparacion con los controles, los niveles de RA de los animales
tratados con BPA son significativamente mas bajos a los 27 dpc. Sin embargo,
después del nacimiento, los testiculos de los recién nacidos a los tres dpp

manifiestan niveles significativamente mas altos.
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Al igual que los pacientes humanos con sindrome de insensibilidad a los
androgenos (Brinkmann, 2001), los ratones deficientes en RA (ArKO) muestran una
inversion sexual de macho a hembra (Yeh et al., 2002). Aunque los ratones ArKO
desarrollan testiculos fetales mas pequefios con células de Sertoli y germinales
degeneradas, las células de Leydig se vuelven hipertréficas. Aunque en el conejo
encontramos alteraciones en la expresion de RA en el desarrollo de los testiculos
perinatales, las posibles consecuencias patoldgicas y/o reproductivas no fueron

estudiadas.

Las oscilaciones en los niveles de expresion génica observados en nuestros
resultados se atribuyen principalmente al efecto del BPA sobre los procesos de
diferenciacion y esteroidogénesis de las células de Leydig fetales. Sin embargo, es
posible que estas variaciones en los perfiles de expresion también puedan derivar
de las multiples vias involucradas en la regulacion del proceso esteroidogénico o a
las diferencias en la proporcion de células que expresan los genes analizados. Los
genes constitutivos se definen como genes que son expresados de manera estable
en todas las células de un organismo, independientemente del tipo de tejido, etapa
de desarrollo, estado del ciclo celular o sefial externa, o como marcadores del
estado bioldgico saludable de un organismo (Joshi et al., 2022); por lo tanto, se
utilizan como control interno para validar los niveles de expresion génica. En
nuestras condiciones experimentales Hprt resulté ser el gen mas estable y se utilizé
para validar los niveles de la expresion de los genes blanco analizados, sin embargo
actualmente el gen Hprt se ha descrito como un marcador que promueve la

proliferacion celular (Wang et al., 2021), por lo tanto es importante considerar que
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los patrones aleatorios observados en los perfiles de expresion del presente estudio
también pudieran ser el reflejo de un artefacto experimental derivados del gen

constitutivo utilizado.

La enzima CYP11A1 es el primer paso limitante que regula la conversiéon de
colesterol a pregnenolona en la mitocondria. Después, la enzima 3B-HSD, en
conjunto con otras enzimas ubicadas en el reticulo endoplasmico liso, completan la
sintesis de testosterona. A nivel ultraestructural, las CLF diferenciadas en el conejo
presentan mitocondrias redondeadas, la mayoria con crestas laminares y
abundantes cisternas del reticulo endoplasmico liso. Sin embargo, durante el
desarrollo de los testiculos de conejo, las CLF representan una poblacion
heterogénea en términos de diferenciacion. A los 21 dpc, la mayoria de las células
de la poblacion de CLF contienen menos cisternas lisas del reticulo endoplasmico
liso; sin embargo, las CLF forman grupos intersticiales masivos mayores que la
posterior poblacién de CLF de los testiculos fetales. Interesantemente, a los 21 dpc,
los niveles de CYP11A1 y 38-HSD son mas altos, al igual que el nimero de CLF en
proliferacion. Por lo tanto, aunque un posible artefacto no puede descartarse, el
mayor nimero de células de Leydig encontradas en los testiculos tratadas pudiera

explicar los niveles significativamente mayores CYP11A1 y 36-HSD.

Usando a la rata como modelo, se encontr6 que el BPA acelera la
diferenciacion de las células de Leydig posnatales sin afectar su proliferacion (Chen
et al., 2018). En contraste, nuestros resultados actuales en el conejo mostraron que,
ademas de alterar la diferenciacion, hubo también una disminucion significativa en

la proliferacion de células de Leydig en los fetos de conejas tratadas con el disruptor.
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Ademas de las diferencias entre especies, el disefio experimental difiere entre
ambos estudios. El efecto del BPA en la rata fue analizado en las células de Leydig
posnatales de dos meses. Por el contrario, aqui analizamos el desarrollo temprano
de las CLF. Por lo tanto, el efecto del BPA puede explicarse por las diferentes etapas
de las poblaciones de Leydig y la via en que el BPA fue suministrado: directo en las
crias de la rata e indirecto en los fetos del conejo. Los contextos histologicos de las
poblaciones de Leydig y el ambiente endocrino de los testiculos difieren

considerablemente.

En el conejo, los conductos de Miiller y los conductos de Wolff se desarrollan
de forma similar en ambos sexos entre los 15y 20 dpc. Los resultados presentados
muestran que las células de Leydig comienzan a producir testosterona a los 17 dpc.
En experimentos clasicos, los fetos machos de conejo que fueron castrados a los
19-21 dpc, de manera sorprendente, desarrollaron un fenotipo femenino (Jost,
1948). Alfred Jost encontr6 que el testiculo fetal produce dos factores
indispensables para la masculinizacion del aparato reproductor del feto: la hormona
antimulleriana y la testosterona. Nuestros resultados no mostraron diferencias
significativas en los niveles séricos de testosterona fetal entre los tratados con BPA
y los controles. Por lo tanto, el fenotipo somatico masculino se desarrolld

normalmente.

Los niveles de testosterona sérica medidos en fetos de rata tratados con BPA
a los 21 dpc fueron mas bajos que los controles (Lv et al., 2019). De manera similar,
nuestros resultados muestran que los niveles séricos de testosterona fueron mas

moderados tanto en el control como en los fetos tratados con BPA alos 17y 21 dpc.
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Posteriormente, los niveles aumentaron tanto en los testiculos tratados con BPA
como en los no tratados sin diferencias significativas hasta los 28 dpc. Sin embargo,
se produjeron diferencias significativas tres dias después del nacimiento, siendo
mayores en los testiculos de los conejos tratados con BPA. El aumento sustancial
de la testosterona sérica en las crias posnatales se correlaciona positivamente con
el aumento de los niveles de RA en las CLF tratadas con BPA. Bjerregaard, Bro-
Rasmussen, y Reumert (1974) en su estudio ultraestructural proponen que, el
desarrollo de células de Leydig en el testiculo fetal del conejo se puede dividir en
tres fases: Fase 1 (16-17 dpc) aparecen células de Leydig inmaduras, Fase 2 (18-
21 dpc), las CLF se diferencian con un aumento en la presencia de reticulo
endoplasmatico liso y disminucién de reticulo endoplasmatico rugoso y Fase 3 (22
dpc hasta el nacimiento 31 dpc). Los autores describieron que durante las fases 1y
2, la diferenciacién en las células de Leydig no es sincronica y, posteriormente

evoluciona hacia la diferenciacion sincrénica en la fase 3.

Sin embargo, nuestros resultados muestran que las CLF de conejo en
diferenciacion persisten como una poblacion asincronica durante la fase 3.
Encontramos ademas que de la variable presencia del reticulo endoplasmico liso
entre las células de Leydig, la capacidad proliferativa de las células de Leydig menos
diferenciadas sugiere la presencia de una poblacion de células de Leydig
asincronica. Por lo tanto, el efecto perturbador del BPA que actia sobre una
poblacién de células de Leydig fetales asincronicas probablemente aumenta el

efecto perturbador multifactorial del BPA sobre la via esteroidogénica normal.
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En el presente trabajo algunas limitantes son importantes a considerar, una
de estas son la diferencia en la proporcion de células que expresan los genes que
fueron analizados. Para estudios futuros, separar e identificar a las poblaciones de
células de Leydig, células de Sertoli y células germinales en etapas fetales y
posnatales en testiculos de conejo, permitiria determinar mejor la expresion génica
para cada tipo celular y conocer el efecto del BPA sobre estas. Por otro lado, los
reportes sobre la localizacidén del receptor a androgenos en el testiculo fetal indican
variaciones entre especies por lo que no queda claro sobre que células ejerce el
BPA su efecto disruptor. En nuestro estudio no se localiz6 espacialmente al receptor
a andrégenos sin embargo, para estudios posteriores seria importante conocer su
ubicacion en las diferentes poblaciones celulares del testiculo fetal, utilizando
técnicas como hibridacion in situ o inmunofluorescencias, lo que permitiria por una
parte conocer sobre que células estaria actuando el BPA y por otra parte conocer
sus posibles efectos sobre la via de sefializacion esteroidogénica establecida por

las células de Leydig fetales durante el desarrollo testicular.
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CONCLUSION

Los resultados presentados muestran la complejidad de los efectos
disruptivos del BPA sobre el desarrollo de células de Leydig fetales in situ. Para
conocer el efecto con una perspectiva holistica, el disruptor endocrino fue
suministrado a las conejas prefiadas por via oral, tal como ocurre en ambientes
contaminados. Encontramos que, en el conejo, las células de Leydig fetales
constituyen una poblacién asincronica que puede compensar los efectos nocivos
causados a la via esteroidogénica normal durante el periodo fetal. Sin embargo,
aungue la mayoria de las células de Leydig fetales citodiferenciadas desaparece
alrededor de los 10 dpp, los niveles de RA y testosterona sérica fueron mas altos
en los recién nacidos tratados con BPA a los 3 dpp. Quedan por estudiar los posibles
efectos permanentes sobre la capacidad reproductiva, y el potencial efecto

oncogeénico en los conejos adultos como se ha postulado en los testiculos humanos.
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ANEXO IMAGENES DE CURVAS DE VALIDACION Y DE FUSION
Curvas de validacion y curvas de fusion (melt curves) de los genes SF1, CYP11A1,

36-HSD Y RA 'y de los genes enddégenos HPRT, GAPDH, H2AX Y YWHAZ2.
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Bisphenol A alters differentiation of Leydig cells
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ABSTRACT The endocrine disruptor Bisphenol A (BPA) crosses the placental barrier and reaches the
fetal organs,including the gonads. In the testis, fetal Leydig cells (FLC) produce testosterone required
for the male phenotype and homeostatic cell-cell signaling in the developing testis. Although it is
known that BPA affects cell proliferation and differentiation in FLC, results conceming the mechanism
involved are contradictory, mainly due to differences among species. Fast developing fetal gonads
of rodents lack cortex and medulla, whereas species with more extended gestation periods form
these two tissue compartments. The rabbit provides a good subject for studying the disruptive
effect of BPA in fetal Leydig and possible postnatal endocrine consequences in adult Leydig cells.
Here, we investigated the impact of BPA administered to pregnant rabbits on the FLC population
of the developing testes. Using qRT-PCR, we assessed the levels of SF1, CYP11A1, 38-HSD, and
androgen receptor genes, and levels of fetal serum testosterone were measured by ELISA. These
levels correlated with both the mitotic activity and the ultrastructural differentiation of the FLC
by confocal and electron microscopy, respectively. Results indicate that BPA alters the expression
levels of essential genes involved in androgen paracrine signaling, modifies the proliferation and
differentiation of the FLCs, and alters the levels of serum testosterone after birth.Thus, BPA may
change the postnatal levels of serum testosterone due to the impaired FLC population formed by
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the proliferating stem and non-proliferating cytodifferentiated FLC.

KEY WORDS: Bisphenol A, Leydig cell, testis, rabbit, stervidogenesis

Introduction

Due to prevalent use, BPA (BPA, 4,4'-dihydroxy-2,2-diphenyl
propane) has become a ubiguitous environmental contaminant to
which all organisms are extremely exposed. High temperatures
induce the release of BPAmonomers that contaminate human food
and beverages and pollute the environment worldwide (Vom Saal
et al., 2007). BPA enters the body through the respiratory tract, the
skin, and orally, where it accumulates in various tissues (Geens
et al, 2012). BPA crosses the placental barrier in both rodents
and humans, meaning that maternal exposure to BPA may affect
the developing fetus (Balakrishnan et al., 2010). In humans, BPA
is present in urine, blood, amniotic fluid, and umbilical cord blood
(Minatoya et al., 2017).

Male reproductive disorders, collectively known as the “Tes-

ticular Dysgenesis Syndrome” (TDS), result from alterations in
testis development during fetal life (rev Skakkebaek ef al., 2016).
BPA modifies the metabolism of steroid hormones, their receptor
proteins, and the gene transduction pathways, disturbing fetal
development (N'Tumba-Byn ef al.,, 2012). Thus, BPAis a potential

Abbweviations used in this paper: 17B-HSD, 17p-hydroxysteroid dehydrogenase; 35
HSD, 3B-hydroxysteroid dehydrogenase; AR, androgen receptor; BPA, bisphenol
A; CYP11Al, Cytochrome P450 Family 11 Subfamily A member 1; dpe, days
post-coitus; dpp, days post-partum; en, endothelial cell; FAO, Food and Agriculture
Organization of the United Nations; FLC, fetal Leydig cell; G, gestadonal weeks;
KO, knockout mice; Ld, lipid droplets; LOAEL, lowest-observed-adverse-effect
level; RT, rete tesds; SC, seminiferous cords; SF1, Steroidogenic factor]l nuclear
receptor; StAR, Steroidogenic acuteregulatory protein; TDS, testicular dysgenesis
syndrome; WHO, World Health Organizadon.
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candidate for engendering postnatal TDS. Fetal exposure to BPA
can affect the establishment of the FLC population by disrupting
the steroidogenic process in developing testis. Thus, even short
interruption to the steroidogenic process in the fetal testis can lead
to disturbing consequences in postnatal life (Shima et al.,2015).

SF1 regulates the expression of the genes that code steroido-
genic enzymes such as CYP11A1 (P450 side-chain cleavage),
CYP17A1 (cytochrome P450C17), 3p-HSD (3p-hydroxysteroid
dehydrogenase), 173-HSD (17p-hydroxysteroid dehydrogenase)
and StAR (steroidogenic acute regulatory protein) (Shima et al.,
2015). Mild functional changes in SF1 are associated with severe
reproductive phenotypes. SF1deficient mice show defectsinterms
of gonad and adrenal gland development, indicating its essential
role in the establishment of fetal steroidogenic tissue (Sadovsky
et al,, 1995).

Studies on the role of the androgen receptor (AR) during fetal
testis development indicate that the spatiotemporal cellular speci-
ficity of AR expression differs between species (Rouiller-Fabre et

al., 2015). In mice, AR is expressed in germ cells and peritubular
cells (Merlet et al., 2007). Although in AR knockout (KO) mice,
FLC develops normally, maturation of adult Leydig cells (ALC)
is impaired (Kaftanovskaya et al., 2015). Organ culture studies
reported that BPA reduces the endocrine activity of the fetal testis
in humans, rats, and mice (N'Tumba-Byn et al., 2012) and in vitro
studies in Leydig TM3 cells indicated that BPA inhibits the action
of androgens via the AR (Teng ef al., 2013).

Fetal Leydig cells develop during fetal life, their main function
is to produce testosterone, and they are responsible for the mas-
culinization of the male urogenital system. The FLC is differenti-
ated from the interstitial tissue (rev Habert et al., 2001). In mice,
the first FLC population appears at 12.5 dpc (days post-coitus).
It starts producing testosterone (Merchant-Larios and Moreno-
Mendoza, 1998), in rats at 15 dpe, and in humans at eight weeks
(Voutilainen, 1992). Their number increases considerably in early
fetal testis, and subsequently, FLCs gradually enter mitotic arrest,
and the population stabilizes, to almost disappear during the peri-

TABLE 1

EFFECTS OF IN UTERO EXPOSURE TO BPA ON FETAL LEYDIG CELLS AND STEROIDOGENIC FETAL TESTIS FUNCTION

Species Doses of BPA and Exper tal desig Major effects induced by BPA References

Rat 4, 40, and 400 mg/kg administered by gavage at 6 dpp through  Increased testosterone levels in serum. Watanabe et al, 2003
(IGS strain) lactation day 20. Testis analyzed at 9 and 36 weeks old.

Rat 2.4 pg/Kg/day of BPA administered 12 dpo-21 dpp. Testis Decreased testosterone levels in serum. Akingbemni et al., 2004
(Long-Evans strain) analyzed at 90 dpp

Rat 0.002—-400 mg BPA/kg/day administered at 11 -20 dpe. Testis -BPAinduced downregulation of StAR, CYP17A1, and CYPT11A1. MNaciff et al, 2005
(Sprague-Dawley strain) analyzed at 20 dpe. -The expression of 3g-HSD was not modified.

Rat 02, 2, 20, and 200 pg/mL BPA daily in drinking water at 1-22 200pg/mL of BPA exposure decreased serum T levels only in Tanaka et al., 2006
(Sprague-Dawley strain) dpe. Testis analyzed at 22 or 23 dpp (2 hours after birth). newborn rats 2 hours after birth.

Human fetal testis of GW 6-11. 10-%to 10* M of BPA Only in human fetal testis: NTumba-Byn etal., 2012
Rat In vitro organ culture of fetal testis and culture during 72 h with -A dose of 10* M reduced testosterone secretion regardless of the

Mouse BPA. age of the fetus.

Rat 2.5 or 25 pgkgiday BPA administered at 12-21 dpe. -Increased Leydig cell numbers at 90 days of age MNanjappa et al., 2012

(Long-Evans strain)
and Leydig cell culture previously

Testis analyzed at 21 dpe and 35 and 90 days of age.

exposed to BPA
Rat 0.02, 0.5, and 400 mg/kg/day BPA
(Sprague-Dawley strain) 11 dpe, subcutaneously.

Testis analyzed at 16, 18, and 20 dpec.
Rat 104,105,107 and 10* M of BPA
(Sprague-Dawley strain) Organ culture of fetal testis at 14.5 dpefor 72 h.

(Wistar strain)

Human testis of 8 — 12 GW
BPA.

50, 500, or 2500 mg/kg/day.

BPA from day 1-21 dpe.

Testis analyzed at 8 weeks of age.

Mouse
(Kunming strain)

Human fetal testis of GW 5-12

and GW 14-18 & weeks xenografts in nude mice treated with 10 pM of BPAin
drinking water.
Rat 4, 40 or 400 mg/kg/day
(Sprague-Dawley) In utero exposure
on 12 to 21 dpc.
Testis analyzed at 21 dpe
Mouse 25, 5,10, 20, and 40 mg/kg/iday.
(Kunming) BPAat 05175 dpe.
Testis analyzed at 21 and 56 dpp.
Rabbit 50mg/kg/day. BFA administered orally at 15 —31 dpc. Testes
(New Zealand) analyzed at 17, 21, 26, 27, 28, 29, 30, 31 dpeand 1-3 dpp

(proliferative and differentiated) fetal Leydig cells)

Organ culture incubated 72 h with 104, 104, 107, and 10* M of

0.01 to 10 uM of BPA in Fetal testes in organ culture 3 days, and

-Testosterone production of the Leydig cell decreased. However,
the levels of serum T were similar to controls.

-Decreased levels of LH receptor and 17g-HSD.

400mg/kg/day of BPA decreased the amount of StAR proteinin
Leydig cells and gene expression at 20 dpe.

Hortsman et al, 2012

- 10710 #Mfor 72h Inhibits Insk3 secretion.
-10#*Mand 10*M for 72h, reduced T secretion.

Ben Maamar et al,, 2015

inhibited testosterone production Ben Maamar et al., 2015

-Serum T reduced and was negatively correlated with the dos-
ages of BPA.

-mANA levels of StAR decreased

-Doses of 50 and 2500 mg/kg/day:

the expression of CYP11A1 decreased

-500 mg/kg/day: the expression of CGypfiafincreased.

-Testis GW 5— 12 and GW 14-18

-Mo significant differences between control and BPA in serum
testosterone and expression of StAR, Cyp11A1, CYP17A1, and
CYFP19genes.

-Decreased serum testosterone levels

-Disrupts number, distribution, and proliferation of fetal Leydig cell.
-Down-regulated mRNA expression of Ins/3, 178-HSD, CYP11AT,
and CYP17A1.

-Down-regulated protein expression of LH receptor, CYP17A1,
and 17B-HSD.

-Doses of 20mg/kg BPA significantly reduced serum testosterone
levels

Ma et al, 2017

Eladak et al, 2018

Lv etal, 2019

Wei et al, 2019

BPA treated testes decreased levels of CYP11A1, 3g-HSD, and
AR at 27 dpe and reduced the number of proliferating Leydig cells
at 21-28 dpe. Increased level of serum T at 3 dpp. Leydig cell
clusters are formed by both differentiated cells with abundant SER
and less differentiated cells with predominant RER in both control
and BPA-treated testes.

Current results, 2020

M: molar, GW: gestational weeks, PND: postnatal day, dpc: days post-coitus, dpp: days post-partum, AR: androgen receptor, SER: smooth endoplasmic reticulum, RER: rough endoplasmic reticulum,

T testosterone.
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natal period (Barsoum et al., 2013). However, there are important
variations according to different species, in terms of the effects
of in utero exposure to BPA on FLC and steroidogenic fetal testis
function (Table 1).

The effect of BPA on the proliferative activity of Leydig cells
remains controversial. Whereas during the prepubertal period,
Leydig cells in rats increased their proliferation in vivo and in vitro
(Chen et al., 2018), other studies reported that BPA inhibits the
proliferation of Leydig cells in vitro (Nanjappa et al., 2012). More-
over, the effect of BPA on the FLC in mice, rats, and humans are
qualitatively similar; however, the lowest no observed adverse

2 3
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Fig. 2. Effects of bisphenol A (BPA) on testosterone concentration,
measured in serum. The significantly higher level was evident in pup-
pies born from BPA treated mothers at three dpp. The asterisk indicates
significant differences compared to the respective control. Bars represent
the mean ~ SEM, *P < 0.05.

effect level (NOAEL) is more than 100-fold lower in humans than
rodents. Furthermore, specific signaling pathways for BPA differ
between rodents and humans (N'Tumba-Byn et al., 2012).

Thus, those concerned about the prevalent use of rodents
as models to assess the risk of endocrine disruptors on human
fetal testis (rev in Habert ef al., 2014), have recommended using
alternative animal models in which the fetal testis shows a devel-
opmental pattern closer to humans (Rouiller-Fabre et al., 2015).
Compared to the mouse, the rabbit has advantages for evaluating
the effects of toxic agents on early testis development (rev Madeja
et al,, 2019). For example, the gonadal pattern of development
in the rabbit resembles that of humans; both form a bipotential
gonad with two tissue compartments: the medulla and the cortex,
in which the somatic-germ cell interactions occur according to the
compartment (Diaz-Hernandez et al., 2019).

Importantly, in contrast to the almost synchronized germ cells
in mice (Bullejos and Koopman, 2004), the proliferating germ cell
population coexists for along time with germ cells entering meiosis
or mitotic arrest in ovary and testis, respectively (Frydman ef al.,
2017). Thus, compared to rodents, the effect of BPA can differ
in species with a longer gestation period. Like humans, the FLC
population contains proliferating stem cells and non-proliferating
differentiated cells. Thus, stem and differentiated L eydig cells are
simultaneously exposed to BPA, when critical paracrine somatic-
germ cell interactions occur (Diaz-Hernandez et al., 2008; Daniel-
Carlier et al., 2013).

Here, we investigated the effectof BPAon the fetal steroidogenic
processduring proliferation anddifferentiation of the FLC population,
using the rabbit as an animalmodel. For this purpose, we measured
the expression profiles of the SF1, CYP11A1, 38-HSD and AR
genes, and serum testosterone levels. Moreover, the proliferation
pattern of the FLC was correlated. Our results indicate that BPA
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Fig.3.Theratioof proliferating Leydig cellsinthe control and bisphenol
A (BPA)-treated testis. There are apparent significant differences in the
number of profiferative Leydig cells in BPA- treated testes compared to
controls at 21-28 dpc, (*p<0.05). Bars represent the mean ~ SEM.

alters the expression patterns of essential genesinvolvedin steroid
paracrine signaling, modifies the proliferation and differentiation of
the FLC, and alters the levels of testosterone after birth.

Results

Levels of SF1, CYP11A1, and 3p-HSD were lower in BPA
treated testis at 27 and 28 dpc

Inorder todiscern howthe BPAmay perturbthe regulatory path-
ways of steroidogenesisduring the establishmentofthe fetal Leydig
population, the expression levels of three factors were analyzed: a
nuclear receptor SF1, and the steroidogenic enzymes CYP11A7,
and 38-HSD. High levels of SF1 expression were detected at 17
dpc in both contral and BPA groups (Fig. 1A). Subsequently, al-
thoughthe levels decreased in both groups, the BPAtreated group
showed significantly higher levels than controls at 26 dpc. Then,
the expression profile of the BPA group diminished and remained
similar to, or lower than the control group, up to 31 dpc. However,
at three dpp, the relative levels of SF7in the BPA group decreased
significantly below the controls (Fig 1A).

Likewise, even though CYP11A7 was detected in the testes of
both groupsat17 dpe, levelsinthe BPAgroup appeared significantly
lower (Fig. 1B). In contrast, four days later, at 21 dpc, the levels of
CYP11A1inthe BPAgroupincreased to match those of the control
group. The levels of the BPA group then decreased again, down
to 27 dpc, when levels registered as significantly lower than the
controls. The difference between groups of CYP11A{ levels was
not significant, up to 3 dpp (Fig. 1B). Like CYP11A{, the transcript
profile of 38-HSD was significantly lower in testes treated with BPA
than among controls. Overall, the BPA expression profile wasbelow
the profile of the controls, with significant differences at 17, 27,
and 28 dpc. However, levels of 38-HSD increased at three dpp
(Fig. 1C). Interestingly at 17 dpc, AR levels were similar in both
BPA treated and control testes. After that, the levels decreased
significantly at 27 dpcin the BPA group, remaining similar in both
groups uptoday31. Incontrast, afterbirth, AR expressionincreased
significantly in puppy testes of BPA treated mothers, compared to
their controls (Fig 1D).

Fetal testosterone level is higher in BPA-treated puppies at
3dpp

To define whether the steroidogenic disrupting effect of BPA af-
fectsthe testosterone secretedbythe developing testis, the levels of
serumtestosterone infetuses and newborns were determined. Fig.
2 presentstestosterone levels measuredin serum from samples of
the fetus at 17, 21, 27, and 28 dpcand newborns at 1-3 dpp. Even
though during the fetal period, testosterone levels were similar in
the testes of both BPA and control groups, a significantly higher
level was evident in puppies born from BPA treated mothers, at
three dpp (Fig. 2).

The number of proliferating fetal Leydig cells is lower in BPA-
treated testes

To study the effect of BPA on steroidogenic tissue in developing
rabbit testis, we correlated the expression of CYP11A1 and KI67.
As the antibody against CYP11A1 marks the first enzyme in the
steroidogenic process, this probably identifies younger proliferat-
ing and non-proliferating mature Leydig cells, respectively. As
differentiated Leydig cells cease proliferating and gradually enter
quiescence, an analysis of proliferatingand non-proliferating Leydig
cells reveals the effect of BPA onthe normal time course during the
establishment of the Leydig cell population in situ. Two populations

Fig. 4. Representative inmunostained
frozen sections of testis of control (A)
and bisphenol A (BPA) treated (B} em-
bryo at 21 dpe. Proliferating Leydig cells,
positive for KI67 are enclosed in white
circles. Yellow arrows point to proliferating
Leydig cells in which the red nucleus is in
another optical layer of the confocal stack.
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Fig.5. High-resolution immunofluorescent colocalization of CYP11A1
(green) and KI67 (red) to identify proliferating (circle) and no-proliferating
(arrows) fetal Leydig cells of a control testis at 28dpc. Leydig cells express
CYP11AT1 in the mitochondria and KI67 in the nucleus.

of Leydig cellswere counted: (1) proliferating Leydig cells, positive
toKI67 (CYP11A1 +/KI67 +) and (2) non-proliferating Leydig cells,
negative to KI67 (CYP11A1 + / KI67-). The ratio of proliferating
Leydig cellsin the control populationappeared similarin BPAtreated
and control testis at 19 dpe. Subsequently, however, the number of
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proliferative Leydig cells became significantly lower in BPA treated
testes than in controls at 21-28. Once again, differences were not
significant at day 31 and among newborn puppies (Fig.3).

As the Leydig cell count presented in Fig. 3 was made using 30
um thick frozen sections (Suppl. Fig. S1), stacks of 2.0 um thick
confocal images were made to increase the resolution of proliferat-
ing and non-proliferating Leydig cells. Fig. 4 shows representative
frozen sections of control and BPA treated embryo at 21 dpc.

Fig. 5 shows a representative immunofluorescent colocaliza-
tion in fetal Leydig cells of a control testis at 28 dpc. Leydig cells
identified with CYP11A1 (green) were expressed in mitochondria.
KI67 (red) was localized in the nucleus of all types of proliferating
cells in the testis. The confocal merge image ensured precise
identification of proliferating and non-proliferating Leydig cells.

Fetal Leydig cell clusters contain differentiated cells with
abundant smooth endoplasmic reticulum and less differenti-
ated cells with the predominant rough endoplasmic reticulum

Weundertook an ultrastructural study in order to assess cytodif-
ferentiationin proliferating and non-proliferating Leydig cells, during
BPA treatment. At 21 dpc, rabbit testis shows the seminiferous
cords surrounded by the stromal tissue, among which clusters of
Leydig cells are undergoing differentiation (Fig. 6 A,B). Besides
being larger than other stromal cells, the differentiated Leydig cells
develop two conspicuous cell organelles: the mitochondria and
the smooth endoplasmic reticulum. In contrast to the mitochondria
of adult Leydig cells with tubular cristae, the fetal and newborn
Leydig cells of the rabbit mostly maintain lamellar cristae in their
mitochondria (Figs. 7B, 8C). However, the smooth endoplasmic

blue shows the seminiferous cords (SC) connected to the rete testis (RT), surrounded by clusters of Leydig cells (LyC) among the stromal tissue. (B)
This electron micrograph shows a Leydig cell beginning to form smooth endoplasmic cisterns (yellow arrows). The inset in (A) shows a high magnifica-
tion of the white square area in B. mt, roundish mitochondria; Nu, nucleus; Ncl, nucleolus.
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Fig. 7 Light and electron micro- ',"!‘;
graphs of a bisphenol A (BPA)-

treated testis at 28 dpc. (A) Semi-thin
section showing the seminiferous
cords (SC) surrounded by clusters of
Leydig located among stromal tissue /
{LyC). (B) Ultrastructure of part of the [y
cytoplasm of twoattached Leydigcells
in a cluster. The red points indicate
the intercellular space. The upper celf
shows predominant smooth endo-
plasmic reticulum (SER). In contrast,
thecell at the bottomhas predominant
rough endoplasmic reticulum (RER),
which probably corresponds to non-
proliferating and proliferating cells,
respectively.

reticulum gradually displaces otherorganelles and occupies mostof
the cytoplasmic space (Figs. 7B, 8C). As fetaltestes grow consider-
ably with age, mainly due to the increased space occupied by the
stromal tissue (blood vessels, fibroblast, and extracellular matrix),
the clusters of Leydig cells at28 dpcbecome more dispersed (Fig.
7A). Interestingly, the clusters included Leydig cells with different
degrees of the smooth and rough endoplasmic reticulum. Cells with
predominantly rough endoplasmic reticulum probably correspond
to Leydig cells that are still proliferating (Fig. 7B).

Discussion

Studies of the toxicity of BPA on development and reproduction
among rodents led the World Health Organization (WHQO) and the
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) to
propose that 50 mg/kg per day represent the lowest-observed-
adverse-effectlevel (LOAEL)in mammals. Accordingly, we treated
pregnant rabbit females daily with 50 mg/kg BPA. The treatment
started at 15 dpc, corresponding to the establishment of embryonic
genital ridges, followed by the onset of specification of Sertoli and
Leydig cells in the rabbit (Diaz-Hernandez et af., 2008). To assess
the effect of BPA on the differentiation of the FLC population, we
analyzed the expression profiles of three gene encoding factors
involved in testosterone production: SF1, CYP11A1, 35-HSDand
the AR, during the fetal period and at day three post-partum (3 dpp).

Reports employing rodentmodelsfoundthat SF1playsacentral
role in the specification of Leydig cells, regulating the genes that
encode steroidogenic enzymes (Hatano et al., 1994; Leers-Sucheta
et al, 1997). Changes in SF{1 levels alter the differentiation and
steroidogenic capacity of Leydig cells during the fetal stage, which
in turn compromises the population of adult Leydig cells (Barsoum
etal.,2013). The expression of SF1in Leydig cells lasts throughout
fetal development in rodents, whereas in humans, SF7 continues
to be expressed at constant levels during the first trimester of
pregnancy (Mamsen ef al,, 2017).

Current results from the rabbit fetal testis control showed the
highestlevels of SF1at 17 dpe; then, levels decreased but showed
considerable variations throughoutthe period analyzed. As SF1 dur-
ing testis determination dimerized with SRY and AMH in preSertoli

and Sertoli cells, respectively, the level of SFT1 profiles detected in
the current study, correspond to two kinds of cell populations. The
testis is determined by preSertoli cells and specifies the stem FLCs
also. Thus, the significantly higher levels of SF{ seen at 27 dpc
and the lower levels detected at three dpp in BPA-treated rabbits,
possibly result from alterations to the two kinds of testicular cells,
induced by the endocrine disruptor.

Besides the fact that the transcript levels of SF7 correspond to
Sertoli and Leydig cells in the rabbit fetal testis, the lack of a direct
correlation betweenthelevels of SF1, CYP11A1, 33-HSD, and AR
may be due to the multiplicity of pathways involved in the regula-
tion of the steroidogenic process that can be altered by BPA. At
the testicular level, BPA acts as an androgen receptor antagonist
(Wolstenholme etal,, 2011), and caninhibit CYP11A1and 33-HSD
expression (Peretz and Flaws 2013; Ye et al., 2011). Furthermore,
BPA disrupts the steroid hormone balance in the testis, altering the
levels of CYP11A1and CYP19throughoutthe JNK/c-jun signaling
pathway, independently of SF1 (Lan et al., 2017).

Most mechanistic studies of the effect of BPA in Leydig cells
correspond to studies in vitro or involving postnatal rodents. Inthe
present work, the experimental design to observe the effect of BPA
on fetal Leydig cells intended to mimic the real condition in which
BPA affects the fetal testis from a holistic point of view. As the
BPA was orally supplied to pregnant rabbits, the alteration of both
proliferation and steroidogenesis of the fetal Leydig cell population
found here results from multiple factors. BPAmay disrupt the gene
expression of SF7 and the steroidogenic enzymes CYP711A7 and
38-HSD, through alternative signaling pathways, including JNK/c-
jun, steroid feedback control, and hormone metabolism. Thus, the
lack of parallel correlation between the gene levels of the nuclear
receptor SF1 and the steroidogenic enzymes may be explained
by the multifactorial effects of BPA on the developing fetal Leydig
cell population.

Although BPA has adverse effects on steroidogenic enzymes
of Leydig cells, results vary depending on the animal model and
the experimental design. Treatment in utero of pregnant rats with
400 mg/Kg of BPA, downregulated theirlevels of CYP71ATmRBNA
and protein (Lv et al., 2019). Among male mouse pups exposed
to 50 mg/Kg/day of BPA during the prenatal period, there was an
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Fig. 8. Inmunofluorescence and electron microscopy of a control testis section at 28 dpc. (A) /Immunostained CYP11A1 (green), localized in
the mitochondria of the Leydig cell, the nuclei are stained with toto-3 iodide (blue). (B) Electron micrograph displaying a cluster of stromal cells: three
Leydig cells (1, 2, and 3), a cross-sectioned fibroblast (f), and an endothelial cell (en). (C) Ultrastructure of a Leydig cell, the cytoplasm, shows abundant
prominent mitochondria with lamellar cristae, smooth endoplasmic reticulum (SER), and lipid droplets (Ld). Nu, nucleus.

evidentdecreaseinlevelsof CYP11A7inthe testis (Xi etal.,2011).

In mice, thetesticularamplification of both CYP11A 1and 38-HSD
was detected from 13 to 20 dpc (Greco and Payne, 1994). Recent
work reported that in human testis, the expression of CYP11A1
and 3p-HSD can be detected after the 8th to 9th gestational weeks
(GW). However, although CYP11A7 showed significant activa-
tion at 11-12 GW, levels of 38-HSD were constant until 12 GW
(Savchuk et al., 2019).

In pregnant does, C21 steroids of placental origin are potential
precursors for testosterone biosynthesis before the start of this
function in the fetal testis, where the initiation of testosterone
synthesis by 33-HSD occurs between 17 and 19 dpc (Wilson and
Siiteri, 1973). UsinggRT-PCR in control rabbit FL Cs, we confirmed
that the levels of CYP11A1 and 38-HSD start at 17 dpc and peak
at 21 dpc. Subsequently, the transcript expression levels of the
two genes oscillate by up to 3 dpp.

In contrast, to control testes at 17 dpc, two days after initiation
of treatment, levels of CYP11A1 and 38-HSD were significantly
lower in BPA-treated testes. Although the levels increase at 21 and
26 dpe, on day 27, CYP11A1becomes significantly lower than in
controls, whereas 38-HSD s lower at 27 dpc and 28 dpc. Finally,
although during the perinatal period (20 dpcto 3 dpp), the different
transcript levels of the two genes appeared among control and
BPA treated testes, these are not significant.

A proposed mechanism for the anti-androgenic effect of BPA is
thatitcompetes with androgens for AR, preventingits translocation
tothe cellnucleus. Thus, the BPAinhibits the formation of functional
complexes required fortranscription (Teng et al., 2013). Moreover,
BPA antagonizes the interaction of AR with co-repressors such as
SMRT and NCoR in Fetal Sertoli cells (Wang et al., 2017).

Besides Sertoli cells, peritubular cells and gonocytes alsoexpress
the AR in fetal testis. Thus, the disturbing effects caused by BPA
in the differentiation, proliferation, and steroidogenic activity of the
FLC population also impair the signaling timing among cells, which

may differ among species (Hazra et al., 2013). Leydig cells of hu-
man fetal and testes of newborns express the AR (Boukari et al.,
2009). In contrast, FLCs in rodents are independent of androgens
(Shima etal., 2015). In male fetal rat gonad, the AR was expressed
at 17 dpc and subsequently increased. Our current results show
thatcompared to the controls, the AR levels of BPAtreated animals
are significantly lower at 27 dpc. However, after birth, the testes of
puppies at three dpp manifest significantly higher levels.

Like human patientswithandrogen insensitivity syndrome (Brink-
man, 2001), AR knockout mice (ArKO) show male to female sex
reversal (Yeh et al., 2002). Although ArKO mice develop smaller
fetal testis with degenerated Sertoli and germcells, the Leydig cells
become hypertrophic. This result suggests a paracrine interaction
between the three kinds of cells for healthy testis development.
Although we found that the levels of the AR in BPA-treated rabbit
fetal testis appeared considerably disrupted, the postnatal conse-
quences remain unknown.

The enzyme CYP11A1 is the first and rate-limiting step that
regulates the conversion of cholesterol to pregnenolone in the
mitochondria. Then the 3B3-HSD, together with other enzymes
located in the smooth endoplasmic reticulum, complete the syn-
thesis of testosterone. At the ultrastructural level, differentiated
FLCs in the rabbit have roundish mitochondria, most of them with
lamellar cristae and abundant cisterns of the smooth endoplasmic
reticulum. However, in developing rabbit testis, FLCs represent a
heterogeneous population in terms of differentiation. At 21 dpc,
most cells of the FLC population contain less smooth cisterns of
the smooth endoplasmic reticulum; however, they formed more
massive interstitial clusters than FLC population cells in the later
fetal testis. Interestingly, at 21 dpe, the levels of CYP11A7 and
3B-HSDare higher, as are the number of proliferating FLCs. Thus,
although the proliferating Leydig cells are less differentiated, their
more significant number correlates with the significantly higher
levels of the two steroidogenic genes.



410 A.P. Ortega-Garcia et al.

Using a Leydig cell regeneration model in rats, Chen ef al.,
(2018) found that BPA accelerates the differentiation of postnatal
Leydig cells without affecting their proliferation. In contrast, current
results in the rabbit show altered differentiation and a significantly
decreased proliferation of fetal Leydig cellsin BPAtreated mothers.
Besides species differences, the two experimental designs differ
considerably. Studiesfocused onthe BPAeffectontheratanalyzed
the regeneration of postnatal Leydig cells in the two-month-old
testis. In contrast, here, we analyzed the earlier fetal Leydig cells
in developing testis of BPA treated mothers. Thus, the different
developmental responses to BPA are hardly surprising, consider-
ing the spatio-temporal testis contexts of the two populations of
Leydig cells: inside and outside the uterus.

Inthe rabbit, the Miillerian and Wolffian ducts develop similarly
in both sexes between 15 and 20 dpc. Present results show that
Leydig cells start producing testosterone as early as 17 dpe. In
classical experiments, rabbit male fetuses were castrated at 1921
dpcand developed a female phenotype (Jost, 1947). Our present
results show no significant differences in fetal testosterone serum
levels among BPA-treated and controls. Thus, the male somatic
phenotype was undisturbed.

Levels of serum testosterone measured in BPA treated rat
fetuses at 21 dpc appeared lower than controls (Lv et al,, 2019).
Similarly, our results show that the serum levels of testosterone
were more moderate in both control and BPA-treated fetus at 17
and 21 dpc. Subsequently, levels increased in both BPA-treated
and untreated testes without significant differences up to 28 dpc.
However, significant differences occurred three days after birth,
being higher in the testis of BPA-treated rabbits. The substantial
increase in serum testosterone in postnatal pups, correlates posi-
tively with the increased levels of AR in BPA treated FLCs.

Bjerregaard et al., (1974) state in their ultrastructural study that
the development of Leydig cells in the rabbit fetal testis, can be
divided into three phases: Phase 1 (16-17 dpc) immature Leydig
cells appear, Phase 2 (18-21 dpc), the fetal Leydig cells become
differentiated with growing presence of smooth endoplasmic re-
ticulum and decreasing rough endoplasmic reticulum and Phase 3
(22 dpc onwards). The authors stated that during phases 1 and 2,
differentiation inthe Leydig cells was nonsynchronous, subsequently
evolving into synchronous differentiation at phase 3.

However, our current results show that the differentiating rabbit
fetal Leydig cells persist as a nonsynchronous population, during
phase 3. We found that besides the variable presence ofthe smooth
endoplasmic reticulum among the Leydig cells, the proliferative
capacity of the less differentiated Leydig cells suggests the pres-
ence of an asynchronous Leydig cell population. Therefore, the
disrupting effect of BPAacting on an asynchronous fetal Leydig cell
population probably increases the multifactorial disturbing effect
of BPA on the normal steroidogenic pathway.

Overall, the current results demonstrate the complexity of the
BPA disrupting effects inflicted on developing fetal Leydig cells in
situ, from a holistic perspective. We found that in the rabbit, the
fetal Leydig cells constitute a nonsynchronous population that
may compensate for the harmful effects caused to the normal
steroidogenic pathway during the fetal period. However, although
most cytodifferentiated fetal Leydig cells disappear at around 10
dpp, the levels of AR and serum testosterone were higher in BPA
treated puppies at 3 dpp. Thus, the long-lasting effects of BPAon
adult Leydig cells remain to be studied.

TABLE 2

PRIMER SEQUENCE

Melting  Sequence
Gene Primers 5'— 3. Length temperature reference NCEI
Stercidogenic factor 1

SF1 F. CGCAGGTGCATGGTCTTCAA 112 bp 60°C
R: CGTACTGGATCTGGCGGTAG 60°C

Cytochrome P450 family 11 subfamilies A member 1

CYP11A1 F.CCGTGGTATCCTCTACAGCC 136 bp 60°C
R: CCCCATCTCATACAGGTGCC 60°C

3 beta-Hydroxy-stercid dehydrogenase

XM_008273334.2

XM_008253734.2

3B-HSD  F: CAGGTGTCATTCACCGAGACA 131 bp 60°C XM_002715686.3
R: GTTGGGTCCAGCTACTTCCA 60°C

Androgen receptor

AR F: GTGCCCTATCCCAATCCCAG 107 bp 60°C NM_001195724.1
R: ACGTGGTCCCTAGCAGTCTC 60°C

Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase

HPART F: GCAGACCTTGCTTTCCTT 103 bp 60°C EF219063.1
R:GTCTGGCCTGTATCCAACACT 60°C

Sex-determining region Y

SRY F: GTGGTCCCAACATCAGA 202 bp 56°C Diaz-Hernandez
R ACCTCGTCGGAAGGTTAAAATC 56°C et al, 2008

F=forward primer, R= reverse primer.

Materials and Methods

Animals and treatment

Individually caged New Zealand rabbits received food and water at
libitum. As rabbits have mount-induced reflex ovulation, copulation day
was considered day “0" of pregnancy. Pregnant females received daily
oral doses of 50 mg/kg/day of BPA (Sigma-Aldrich, USA), dissolved in
ethanol, from 15 to 31 days post-coitus (dpc). Pregnant females in control
received only ethanol. Treatments began at 15 dpc, corresponding to the
onset of genital ridge establishment (Diaz-Hernandez et al.,, 2008). Preg-
nant females and newborns were euthanized with an overdose of sodium
pentobarbital (PiSA, Mexico). Fetal testis was sampled at 17, 21, 26, 27,
28, 29, 30, and 31 dpc and postnatal puppies at 1, 2, and 3 dpp. From
pairs of gonads removed from at least five dissected animals, one was
processed for immunofluorescence and the other for RNA extraction. Sex
of undifferentiated gonads at 17 and 21 dpc, was identified using an SRY
amplification, as described by Diaz-Hemandez etal.,, 2008. Subsequently,
testes and ovaries were visually identified. All experimental procedures
were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee at the
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

RNA Extraction and ¢DNA synthesis and qgPCR

Dissected testes were quickly frozen and stored at -70°C. Total RNA
was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) following the
manufacturer’s instructions. RNA was freated with RNase-Free DNase
(Qiagen) at room temperature for 30 min. The concentration and quality of
the total RNA were assessed by determining the optical density at A260:
A280 ratio (2.0 ~0.15) in a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo
Scientific) and by gel electrophoresis (1.5% agarose gel with ethidium
bromide). For cDNA synthesis, total RNA (2 pg) was placed in 20 pl of 10
Ul of franscriptor reverse transcriptase (Roche, Life Science). Negative
controls were prepared without the template.

Gene expression determined with real-time PCR system (Applied
Biosystems, California, USA) at 17, 21 26-31 dpc, and 3 dpp. The primers
were created from rabbit specific sequences SF1, CYP11A1, 3p-HSD, and
AR. Four housekeeping genes were tested (Table 2): oligonucleotides of
H2AX and YWHAZ, designed by

Daniel-Carlier et al_, (2013). As under our conditions, HPRT tumed out
to be the most stable option; it was used as an internal control to validate
the levels of gene expression. Primers and melting temperatures are pre-
sented in Table 2. Optimal alignment of the primers was determined on a



temperature gradient, as well as the amplification efficiency of each gene
obtained, to standardize the gPCR conditions for each gene. Fragment
authenticity was verified by sequencing.

ThegPCRreactions wereimplemented using SYBR SelectMix (Applied
Biosystems, California, USA) 1X, oligonuclectides (10 mM}), 1 pl of cDNA
diluted in 9 pl of RNase-free water, and ultrapure water in a total volume
of 10 pl. In all tests, negative controls were conducted without a template,
and reactions were performed in triplicate. Conditions for cycles were set
at 50°C for 2 min, 95°C for 2 min, then 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C
for 1 min. Melting curves were generated to ensure the amplification of a
single product. Gene expression was quantified by Ctrelative comparison.
Ctisdefined as thefractional cycle number at which reporter fluorescence
reaches a certain level. The 222 method was applied to calculate relative
changes in expression.

Immunofluorescence and measurement of Leydig cell proliferation

For immunofluorescence, samples were fixed in 4% paraformaldehyde
in PBS, dehydrated in saccharose gradient, andembeddedin Tissue-Tek®.
Frozen samples were stored at—70°C. Colocalization of anti-KI67 (M740,
clone MIB-1, Dako, Denmark) as a nuclear marker and anti-CYP11A1 (sc-
18043, Santa Cruz, Biotechnology) as a cytoplasmic marker were used to
analyze Leydig cell proliferation. Testes at 19, 21, 27, 28, and 31 dpcand 1,
2, and 3 dpp were processed. 30 um thick serial sections of longitudinally
oriented testis were alternately placed on one of four slides, to include
adjacent sections of each testis on each slide (Suppl. Fig. S1). The slides
were washed with ethanol to remove lipid droplets. Heat-induced antigen
retrieval was performed by placing slides for 45 min at 90°C in Tris-buffer
pH 10. These were then transferredinto PBS and 0.5% Triton X-100in PBS
in a rack sequence for immunofluorescence. 10% of horse serum in PBT
(0.5% Triton 100X/PBS) for two h at room temperature to block unspecific
staining. Subsequently, sections were washed and incubated overmnight at
4°C with primary goat anti-CYP11A1 antibody, diluted at 1:70. These were
then incubated withthe Alexa Fluor488 donkey anti-goat secondary antibody
(A11055, Molecular Probes, Invitrogen) for 20 min at room temperature
and left overnight at 4°C, with the second primary mouse monoclonal anti-
K167, diluted at 1:150. The Alexa Fluor 555 donkey anti-mouse (A31570,
Molecular Probes, Invitrogen) was used as a secondary antibody. Cell
nuclei were counterstained with TOTO-3 iodide (blue) (T3604, Molecular
Probes, Invitrogen) and mounted with fluorescent medium (S3023, Dako,
Agilent Technologies, Denmark). Images were collected and processed
with a confocal Zeiss Pascal LSM5 microscope. In negative controls, the
primary antibodies were omitted and incubated exclusively with second-
ary antibodies. Leydig cells were stained green, and KI67 were stained
red. The number of cells labeled with colocalized CYP11A1 and KI67 was
measured with Zeiss LSM5 Image Software on four cryosections for each
testis (n= 4 testis per age category). Labeled cells were identified in 3D
confocal stacks of 3.0 um optical sections, and their number per unit area
(325.67 um2) was counted.

Serum collection and testosterone assay

The blood collected in Eppendorf tubes without anticoagulant was al-
lowed to standfor 1hr at room temperature to promote coagulationand then
kept at 4°C for 24 h, centrifuged 15 min at 3000 rpm at 4°C, and stored at
-20°C until use. Samples from at least five animals in each age category
were analyzed. Serum testosterone was quantified by competitive ELISA
immunoassay (ENZO, testosterone ELISAKit, Farmingdale, NY) according
to the manufacturer’s instructions.

Semi-thin sections and transmission electron microscopy

Testes from each group were fixed in Kamovsky solution and subse-
quently postfixed with 1% OsO4 in Zettergvist's buffer. After, the testes
were dehydrated with an ascending series of ethanol concentrations and
embedded in Epon 812. Semithin sections (1 pm thick) were cut with
an ultramicrotome (Power Tome Microtomy XL, RMC) and stained with
toluidine blue. Thin sections (60nm) were stained with uranyl acetate and
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lead citrate. Images were collected and processed either with a light or
transmission electron microscope (Jeol EM1010).

Statistical analysis

Data are presented as mean and standard error (SE). Statistical dif-
ferences between groups were evaluated and compared using a one-way
ANOVA test, followed by Welch's correction. Statistical significance was
set as p<0.05.

Acknowledgments

This publication is required for the accomplishment of the Ph.D. degree
of Alexis Paulina Ortega Garcia to the Programa de Doctorado en Ciencias
Biomeédicas, UNAM. She received a fellowship from CONACYT 587621.
This study was supported by CONACYT 166012, Programa de Apoyo
a Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica PAPHT-UNAM
IN201218 and IN209520. The authors acknowledge Alejandro Marmolejo-
Valencia, Miguel Tapia Rodriguez, Adriana Castro, and Patricia de la Torre,
for their technical assistance.

References

AKINGBEMIB, SOTTAS CM, KOULOVAAL , KLINEFELTER GR, HARDY MF (2004).
Inhibition of testicul ar steroidogenesis by the xenoestrogen bisphenol Aisassociated
with reduced pituitary luteinizing hormone secretion and decreased steroidogenic
enzyme gene expression in rat Leydig cells. Endocrinology 145: 532-603.

BALAKRISHNAN B, HENARE K, THORSTENSEN EB, PONNAMPALAM A P,
MITCHELL M D {2010). Transfer of bisphenol A across the human placenta. Am
J Obstet Gynecol 202- 393e1-393e7.

BARSOUM IB, KAUR J, GE RS, COOKE PS, YAO HH (2013). Dynamic changes
in fetal Leydig cell populations influence adult Leydig cell populations in mice.
FASEB J 27: 2657-2666.

BJERREGAARD F, BRO-RASSMUSSEM F, REUMERT T (1974). Ultrastructural
development of fetal rabbit testis. Z Zellforsch 147 401-413.

BEN MAAMAR M, LESNE L, DESDOITS-LETHIMONIER C, COIFFEC |, LASSUR-
GUERE J, LAVOUE V, DECEUNINCK Y, ANTIGNAC JP, LE BIZEC B, PERDU
E, ZALKO D, PINEAU C, CHEVRIER C, DEJUCQ-RAINSFORD N, MAZAUD-
GUITTOT 8, JEGOU B (2015). An investigation ofthe endocrine-disiuptive effects
of bisphenol A in human and rat fetal testes. PloS one 10: e0117226.

BOUKARI K, MEDURI G, BRAILLY-TABARD 8, GUIBOURDENCHE J, CIAMPI ML,
MASSIN N, MARTINERIE L, PICARD JY, REY R, LOMBES M, YOUNG J (2009).
Lack of androgen receptor expression in Sertoli cells accounts for the absence
of anti-Mullerian hormone repression during early human testis development. J
Clin Endocrinol Metab 94: 1818-1825.

BRINKMAMNMN AO (2001). Molecular basis of androgen insensitivity. Mol. Cell. End-
crinol. 179: 105-109.

BULLEJOS M, KOOPMAN P (2004). Germ cells enter meiosis in a rostrocaudal
wave during the development of the mouse ovary. Mol Rep Dev68: 422-428.

CHEML, ZHAO Y, LI L, XIE L, CHEN X, LIU J, LI X, JIN L, LI X, GE RS (2018).
Bisphenol A stimulates differentiation of rat stem Leydig cells in vivo and in vitro.
Mol Cell Endoctinol 474: 158-167.

DANIEL-CARLIER N, HARSCOET E, THEPOT D, AUGUSTE A, PAILHOUX E, JO-
LIVET G (2013). Gonad differentiation in the rabbit: evidence of species-specific
features. PLoS One 8: e60451.

DiAZ-HERNANDEZV,CALDELAS |, MERCHANT-LARIOS H(2019). Gene expression
inthe supporting cells atthe onset of meiosis in rabbit gonads. Sex Dev34:775-789.

DIAZ-HERNANDEZ V, LEON DEL RIO A, ZAMORA M, MERCHANT-LARIOS H
(2008). Expression profies of SRY and SOX3 in rabbit gonads: the classical
model of mammalian sex differentiation. Sex Dev2: 152-166.

ELADAK S, MOISOM D, GUERQUIN MJ, MATILIONYTE G, KILCOYNEK, NTUMBA-
BYNT, MESSIAEN S, DECEUNINCKY, POZZI-GAUDIN S, BENACHI A, LIVERA
G, ANTIGNACJFP, MITCHELLR, ROUILLER-FABRE V, HABERT R (2018). Effects
of environmental Bisphenol A exposures on germ cell development and Leydig
cell function in the human fetal testis. PLoS One 13: e0191934.

FRYDMAN N, POULAIN M, ARKOUNM B, DUQUENNE C, TOURFIN S, MESSIAEN
S, HABERT R, ROUILLER-FABRE V, BENACHI A, LIVERA G (2017). Human



412 A.P. Ortega-Garcia et al.

foetal ovary shares meiotic preventing factors with the developing testis. Human
Reprod. 32: 631-642.

GEENS T, AERTS D, BERTHOT C, BOURGUIGNON JP, GOEYENS L, LECOMTE
P, MAGHUIN-ROGISTER G, PIRONNET AM, PUSSEMIER L, SCIPPO ML,
VAN LOCO J, COVACI A (2012). A review of dietary and non-dietary exposure
to bisphenol-A. Food Chem Toxicol 50. 3725-3740.

GRECOTL, PAYME AH(1994). Ontogeny of expressionof the genesfor steroidogenic
enzymes P450 side-chain cleavage, 3 beta-hydroxysteroid dehydrogenase, P450
17 alpha-hydroxylase/C17-20 lyase, and P450 aromatase in fetal mouse gonads.
Endocrinology 135: 262-268.

HABERT R, LEJEUNE H, SAEZ JM (2001). Origin, differentiation and regulation of
fetal and adult Leydig cells. Mol Cel Endocrinol 179: 47-74.

HABERT R, MUCZYNSK] V, GRISIN T, MOISON D, MESSIAEN S, FRYDMAN R,
BENACHIA, DELBESG, LAMBROTR,LEHRAIKIA, N TUMBA-BYN T, GUERQUIN
MJ, LEVACHER C, ROUILLER-FABRE V, LIVERA G (2014). Concerns about
the widespread use of rodent models for human risk assessments of endocrine
disruptors. Reproduction 147: 119129,

HATANO O, TAKAYAMA K, IMAI T, WATERMAN MR, TAKAKUSU A, OMURA T,
MOROHASHI K (1994). Sex-dependent expression of a transcription factor,
Ad4BF, regulating steroidogenic P-450 genes in the gonads during prenatal, and
postnatal rat development. Development 120: 2787-2797.

HAZRA R, JIMEMNEZ M, DESAI R, HANDELSMAN DJ, ALLAN CM {2013). Sertoli
cell androgen receptor expression regulates temporal fetal and adult Leydig cell
differentiation, function, and population size. Endocrinology 154: 3410-3422.

HORSTMANKA, NACIFF JM, OVERMARNN GJ, FOERTSCH LM, RICHARDSONM BD,
DASTOM GF (2012). Effects of transplacental 17-a -ethynylestradiol or bisphenol
Aonthe developmental profile of steroidogenic acute regulatory protein in the rat
testis. Birth Defects Res B Dev Reprod Toxicol 95: 318-325.

JOST A(1947). Recherches sur la differenciation de 'embyon de lapin. lll. Réle des
gonads feetales dans la differenciation sexuelle somatique. Arch Anaf Microsc
Momph Exp 36: 271-312.

KAFTANOVSKAYA EM, LOPEZ C, FERGUSON L, MYHR C, AGOULNIK Al (2015).
Genetic ablation of androgen receptor signaling in fetal Leydig cell lineage affects
Levydig cell functions in adult testis. FASEB J 29: 2327-2337.

LAM HC, WU KY, LIN IW, YANG AA (2017). Bisphenol A disrupts steroidogenesis
and induces a sex hormone imbalance through c-jun phosphorylation in Leydig
cells. Chemosphere 185: 237-246.

LEERS-SUCHETAS, MOROHASHI K, MASON JI, MELNER MH (1897). Synergistic
activation of the human ty pe Il 3beta-hydroxysteroid dehydrogenase/deltas-deltad
isomerase promoter by the transcription factor steroidogenic factor-1/adrenal
4-binding protein and phorbol ester. J Biol Chem 272: 7960-7367.

LVY, LI L, FANG Y, CHEN P, WU 8, CHEN X, NI C, ZHU Q, HUANGT, LIAN Q, GE
RS (2019). In utero exposure to bisphenol A disrupts fetal testis development in
rats. Environ Pollut 246: 217-224.

MA S, SHI'W, WANG X, SONG P, ZHONG X (2017). Bisphenol A exposure during
pregnancy alters the mortality and levels of reproductive hormones and genes
in offspring mice. Biomed Res Inf 2017 3585809,

MADEJA ZE, FAWLAK F, PILISZEK A (2019). Beyond the mouse: non-rodent animal
models for the study of early mammalian development and biomedical research.
Int J Dev Biol 63: 187-201.

MAMSEN LS, ERNST EH, BORUP R, LARSEN A, OLESEN RH, ERMST E, AN-
DERSON RA, KRISTENSEN SG, ANDERSEN CY (2017). Temporal expression
pattern of genes during the period of sex differentiation in human embryonic
gonads. Sci Rep 7: 15961.

MERCHANT-LARIOS H, MOREMNO-MENDOZA N (1998). Mesonephric stromal cells
differentiate into Leydig cells in the mouse testis. Exp Cell Hes 244 230-238.

MERLET J, MOREAU E, HABERT R, RACINE C (2007). Development of fetal testicular
cells in androgen receptor-deficient mice. Cell Cycle 6. 2258-2262.

MINATOYAM, SASAKI S, ARAKIA, MIYASHITAC, ITOH S, YAMAMOTOJ, MATSU-
MURAT, MITSUIT, MORIYAK, CHO K, MORIOKAK, MINAKAMIH, SHINOHARA
M, KISHI R (2017). Cord Blood Bisphenol A Levels and Reproductive and Thyroid
Hormone Levels of Neonates: The Hokkaido Study on Environment and Children’s
Health. Epidemiology 28: 3-9.

NACIFF JM, HESS KA, OVERMANN GJ, TORONTALI SM, CARR GJ, TIESMAN
JP, FOERTSCH LM, RICHARDSONM BED, MARTINEZ JE, DASTON GF (2005).
Gene expression changes induced in the testis by transplacental exposure to
high and low doses of 17 alpha-ethynyl estradiol, genistein, or bisphenol A.

Toxicol Sci56: 396-416.

NANJAPPAME, SIMON L, AKINGBEMI BT (2012). The industrial chemical bisphenol
A (BFA) interferes with proliferative activity and development of steroidogenic
capacity in rat Leydig cells. Biol Reprod 86: 1-12.

NTUMBA-BYNT, MOISOND, LACROIXM,LECUREUILC, LESAGEL, PRUD’HOMME
SM,POZA-GAUDINS,FRYDMANR, BEMACHIA, LIVERAG, ROUILLER-FABRE
V, HABERT R (2012). Differential effects of bisphenol A and diethylstilbestrol on
human, rat and mouse fetal leydig cell function. PLoS One 7: 51579.

PERETZ J, FLAWS JA (2013). Bisphenol A down-regulates rate-limiting Cyp11al to
acutely inhibit steroidogenesis in cultured mouse antral follicles. Toxicol Appl
Pharmacol 271: 249-256.

ROUILLER-FABRE V, GUERQUIN MJ, NTUMBA-BYN T, MUCZYNSKI V, MOISON
D, TOURPIN S, MESSIAEN S, HABERT R, LIVERA G (2015). Nuclear recep-
tors and endocrine disruptors in fetal and neonatal testes: a gapped landscape.
Front Endocrinol 6: 58.

SADOVSKY Y, CRAWFORD PA, WOODSON KG, POLISH JA, CLEMENTS MA,
TOURTELLOTTE LM, SIMBURGER K, MILBRANDT J (1995). Mice deficient in
the orphan receptor steroidogenic factor 1 lack adrenal glands and gonads but
express P450 side-chain-cleavage enzyme inthe placenta and have nomal em-
bryonic serum levelsof corticosteroids. Proc Natl Acad ScilJSA 92:10939-10943.

SAVCHUK 1, MORVAN ML, ANTIGNAC JP, KUREK M, LE BIZEC B, SODER O,
SVECHNIKOV K (2019). Ontogenesis of human fetal testicular steroidogenesis
at early gestational age. Steroids 141: 96-103.

SHIMAY, MATSUZAKI S, MIYABAYASHI K, OTAKEH, BABAT, KATO S, HUHTAMIEMI
I, MOROHASHI K (2015). Fetal Leydig Cells Persist as an Androgen Independent
Subpopulation in the Postnatal Testis. Mol Endocrinol 29: 1581-1593.

SKAKKEBAEK NE, RAJPERT-DE MEYTS E, BUCK LGM, TOPPARI J, ANDERS-
SON AM, EISENBERG ML, JENSEN TK, JORGENSEN N, SWAN SH, SAPRA
KJ, ZIEBE S, PRISKORN L, JUUL A (20186). Male Reproductive Disorders and
Fertility Trends: Influences of Environment and Genetic Susceptibility. Physiol
Rev96: 55-97.

TANAKA M, NAKAYA S, KATAYAMA M, LEFFERS H, NOZAWA S, NAKAZAWA R,
IWAMOTOT, KOBAYASHI S (2006). Effect of prenatal exposure to bisphenol Aon
the serumtestosterone concentration of rats at birth. Hum Exp Toxicol25: 3693-373.

TENG C, GOODWIN B, SHOCKLEY K, XIA M, HUANG R, NORRIS J, MERRICK
BA, JETTEN AM, AUSTIM CF, TICE RR (2013). Bisphenol A affects androgen
receptor function via multiple mechanisms. Chem Biol Interact 203: 556-564.

VOM SAAL F 5, Akingbemi BT, Belcher SM, ef al, (2007) Chapel Hill bisphenol A
expert panel consensus statement: integration of mechanisms, effects in animals
and potential to impact human health at current levels of exposure. Reprod
Toxicol 24: 131138,

VOUTILAIMEN, R (1992). Differentiation of the fetal gonad. Hormone Res. 38: 66-71.

WANG H, DING Z, SHI M, GE X, WANG HX, LI MX, CHEN G, WANG Q, JU Q,
ZHANG JF, ZHANG MR, XU LC (2017). Anti-androgenic mechanisms of Bisphe-
nol A involve the androgen receptor signaling pathway. Toxicology 387: 10-16.

WATANABE S, WANG RS, MIYAGAWA M, KOBAYASHI K, SUDA M, SEKIGUCHI
S, HOMNMA. T (2003). Imbalance of testosterone level in male offspring of rats
pernatally exposed to bisphenol A. Ind Health 41: 338-341.

WEI'Y, HAN C, GENG Y, CUI'Y, BAO Y, SHI W, ZHOMG X (2019). Maternal exposure
to bisphenol A during pregnancy interrupts testis development of F1 male mice.
Environ Sci Pollut Res Inf 26: 23491-23504.

WILSON JD, SIITERI PK {(1973). Developmental pattern of testosterone synthesis
in the fetal gonad of the rabbit. Endocrinology 92: 1182-1181.

WOLSTENHOLME JT, RISSMAN EF, CONMNELLY JJ (2011). The role of Bisphenol A
in shaping the brain, epigenome and behavior. Horm Behav 59: 296-305.

XI'W, LEE CK, YEUNG WS, GIESY JP, WONG MH, ZHANG X, HECKER M, WONG
CK (2011). Effect of perinatal and postnatal bisphenol A exposure to the requla-
tory circuits at the hypothalamus-pituitary-gonadal axis of CD-1 mice. Reprod
Toxicol 31: 409-417 .

YE L, ZHAO B, HU G, CHU Y, GE, RS (2011). Inhibition of human and rat testicular
steroidogenic enzyme activities by bisphenol A. Toxicol Left 207: 137-142.

YEH 8, TSAIMY, XU Q, MU XM, LARDYH, HUANGKE, LINH, YEHSD,ALTUWAIJRI
8, ZHOU X, XING L, BOYCE BF, HUNG MC, ZHANG S, GAN L, CHANG C
(2002). Generation and characterization of androgen receptor knockout (ARKO)
mice: an in vivo model for the study of androgen functions in selective tissues.
Proc Natl Acad Sci USA 99 1349813503,



Further Related Reading, published previously in the Int. J. Dev. Biol.

Expression of aromatase in the embryonic brain of the olive ridley sea turtle (Lepidochelys olivacea), and the effect of bisphenol-A
in sexually differentiated embryos

Patsy Gomez-Picos, ltzel Sifuentes-Romero, Horacio Merchant-Larios, Rubi Heméandez-Cornejo, Veronica Diaz-Hemandez and Alejandra
Garcia-Gasca

Int. J. Dev. Biol. (2014) 58: 733-741

https #/doi.org/10.1387/ijdb.140192ag

Causes and consequences of apoptosis in spermatozoa; contributions to infertility and impacts on development
R. John Aitken and Mark A. Baker

Int. J. Dev. Biol. (2013) 57: 265-272

hitps #/doi.org/10.1387/ijdb.130146ja

Estrogenic in vitro assay on mouse embryonic Leydig cells
Gina La Sala, Donatella Farini and Massimo De Felici

Int. J. Dev. Biol. (2010) 54: 717-722

https //doi.org/10.1387/ijdb.092883gs

Effect of endogenous and exogenous hormones on testicular cancer: the epidemio-
logical evidence

Fabrizio Giannandrea, Donatella Paoli, Irene Figa-Talamanca, Francesco Lombardo, Andrea
Lenzi and Loredana Gandini

Int. J. Dev. Biol. (2013) 57: 255-263

hitps //doi.org/10.1387/ijdb.130015fg

THE INTERNATIONAL JOURNAL OF

El OPMENTAL,

Endocrine disruptors, gene deregulation and male germ cell tumors
Jesus Del Mazo, Miguel A. Briefio-Enriquez, Jesus Garcia-Lopez, Luis A. Lopez-Femandez
and Massimo De Felici

BIOLOGY

Volume 57 Nos.

Special Issue

Int. J. Dev. Biol. (2013) 57: 225-239
https //doi.org/10.1387/ijdb.130042jd

The developing female genital tract: from genetics to epigenetics

Julie Massé, Tanguy Watrin, Audrey Laurent, Stéphane Deschamps, Daniel Guerrier and
Isabelle Pellerin

Int. J. Dev. Biol. (2009) 53: 411-424

https //doi.org/10.1387/ijdb.082680jm

The role of the mesonephros in cell differentiation and morphogenesis of the mouse
fetal testis.

H Merchant-Larios, N Moreno-Mendoza and M Buehr

Int. J. Dev. Biol. (1993) 37: 407-415

hitp://www.intjdevbiol.com/web/paper/8292535

Male Germ Cells in Development & Tumors

THEINTERNATIONAL JOURNAL OF

BIOLOGY

Volume 60 Nos. 10/11/12 Special Issue




	Sin título

