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RESUMEN 

El bisfenol A (BPA) es un monómero ampliamente utilizado en la fabricación 

de plásticos de policarbonato y se encuentra en una gran variedad de envases para 

almacenar alimentos y bebidas. La principal vía de exposición al BPA es a través 

de la ingesta, y diferentes reportes en humanos han indicado la presencia de BPA 

en orina, sangre, líquido amniótico y sangre de cordón umbilical. Dentro del cuerpo, 

se sabe que el BPA actúa como un disruptor endocrino debido a su capacidad para 

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

El BPA atraviesa la barrera placentaria y llega a los órganos fetales, incluidas 

las gónadas. En los testículos, las células de Leydig fetales (CLF) producen la 

testosterona necesaria para el establecimiento del fenotipo masculino. Aunque 

sabemos que, el BPA afecta la proliferación y diferenciación de las CLF durante el 

desarrollo gonadal, los mecanismos moleculares involucrados en la perturbación de 

ambos procesos celulares son contradictorios. Existen dos diferencias notables en 

el patrón de desarrollo entre especies: contexto histológico y la etapa del desarrollo 

en que se establece la población de CLF. Aunque la especie mejor estudiada ha 

sido el ratón; sus gónadas embrionarias carecen de corteza y médula, mientras que, 

en la mayoría 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). Aquí, investigamos el impacto del BPA 

administrado a conejas preñadas en la población de CLF de los testículos en 

desarrollo. Usando la reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa 
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cuantitativa (qRT-PCR, por sus siglas en inglés), evaluamos el nivel de la expresión 

de los genes SF1, CYP11A1, 3β-HSD y del receptor para andrógenos (RA), 

mientras que los niveles de testosterona sérica fetal se midieron mediante ensayo 

de inmunoadsorción ligado a enzima (ELISA, por sus siglas en inglés). Estos niveles 

se correlacionaron tanto con la actividad mitótica como con la diferenciación 

ultraestructural de las CLF por microscopía confocal y electrónica, respectivamente. 

Los resultados indican que el BPA altera los niveles de expresión de genes 

esenciales implicados en la señalización paracrina de andrógenos, por un lado, el 

BPA aumento en los niveles de expresión del gen SF1 en etapas fetales y 

posteriormente los niveles disminuyeron en la etapa postnatal, al contrario de lo que 

se observó en la expresión de los genes CYP11A1, 3β-HSD y RA, donde los niveles 

de expresión reflejaron una disminución en las etapas fetales y un incremento en la 

etapa posnatal. El BPA también disminuyó la proliferación y diferenciación de las 

CLF en etapas fetales y aumentó los niveles de testosterona sérica después del 

nacimiento. Por lo tanto, el BPA puede cambiar los niveles posnatales de 

testosterona sérica debido a una disminución de las CLF formadas por células 

progenitoras de Leydig proliferativas y CLF citodiferenciadas no proliferativas. 

 

 

 

 

 



3 
 

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, CYP11A1, 3β-HSD, and 

androgen receptor (AR) genes, and levels of fetal serum testosterone were 

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



4 
 

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, 3β -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. 
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ABREVIATURAS  

● 17β-HSD: 17β-Hidroxiesteroide deshidrogenasa. 

● 3β-HSD: 3β-Hidroxiesteroide deshidrogenasa Δ5-4 isomerasa. 

● 5α-DHT: Dihidrotestosterona. 

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

● AMH: Del inglés Anti-Mullerian Hormone. Hormona antimülleriana. 

● AMHR2: Del inglés Anti-Mullerian Hormone Receptor Type 2. Receptor de 

hormona antimülleriana tipo 2. 

● AR: Androgen receptor  

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

Aristaless. 

● BPA: Bisfenol A. 

● CGPs: Células germinales primordiales.  

● CLA: Células de Leydig adultas.  

● CLF: Células de Leydig fetales. 

● Ctnnb1: Del inglés: cadherin-associated protein,beta 1. 

● CYP11A1: Del inglés Cytochrome P450 family 11 subfamily A member 1. 

Citocromo P450 familia 11 subfamilia A miembro 1. 

● CYP17A1: 17α-Hidroxilasa, 17,20-liasa.  

● DES: Dietilestilbestrol. 

● DHH: Del inglés Desert Hedgehog. 

● DNA: Del inglés Deoxyribonucleic acid. Ácido desoxirribonucleico. 

● dpc: días post-coitum. 

● dpp: días post-partum. 

● ELISA: Del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. Ensayo de 

inmunoadsorción ligado a enzima. 

● FAO: Del inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations. 

Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación. 

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

● GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 
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● 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 más bajo con 

efecto adverso observado. 

● MAFB: Del inglés V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

homolog B. Homólogo B del oncogén del fibrosarcoma musculoaponeurótico 

V-maf. 

● NCAM: Del inglés Neural cell adhesion molecule. Molécula de adhesión de 

células neurales. 

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

nuclear. 

● NOAEL: Del inglés No observed adverse effect level. Máximo nivel de dosis 

al que no se observan efectos adversos. 

● OMS: Organización Mundial de la Salud. 

● P450 scc: Del inglés Cholesterol Side-Chain Cleavage Enzyme. Enzima de 

escisión de la cadena lateral del citocromo P450. 

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

derivado de plaquetas. 

● PDGFR-α: Del inglés Platelet-derived growth factor receptor A. Receptor A 

del factor de crecimiento derivado de plaquetas. 

● PTCH1: Del inglés Protein patched homolog 1. Homólogo 1 de la proteína 

Patched. 

● RA: Receptor a andrógenos. 

● REL: Retículo endoplasmático liso. 

● RNA: Del inglés Ribonucleic acid. Ácido ribonucleico. 

● RT-qPCR: Del inglés quantitative reverse transcription polymerase chain 

reaction. Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa 

cuantitativa. 
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● SDT: Síndrome de disgenesia testicular. 

● SEM: Media ± Error estándar. 

● 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 transcripción 9 de 

la caja SRY. 

● SRY: Del inglés Sex-determining region of the Y chromosome. Región 

determinante del sexo en el cromosoma Y. 

● STAR: Del inglés Steroidogenic acute regulatory protein. Proteína reguladora 

de la esteroidogénesis aguda. 

● Stra8: Del inglés stimulated by retinoic acid. Estimulado por ácido retinoico.  

● VCAM1: Del inglés Vascular cell adhesion molecule. Molécula de adhesión 

de células vasculares. 

● Wt1: Del inglés Wilms’ Tumor Gene 1 

● YWHAZ: Del inglés Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-

monooxygenase activation protein zeta. Proteína de activación de tirosina 3-

monooxigenasa/triptófano 5-monooxigenasa. 
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INTRODUCCIÓN  

El paradigma de la diferenciación sexual en mamíferos fue establecido por 

Alfred Jost (1947) utilizando al conejo como modelo biológico, en el que se 

estableció que los genes Sry y Sox9, son los responsables de la determinación 

sexual, y muestran un patrón de expresión en la gónada del conejo semejante al 

humano (Díaz-Hernández et al., 2008).  

En embriones de mamíferos, el proceso de determinación sexual y la 

diferenciación morfológica y endocrina del testículo dependen sólo de las células 

somáticas. El gen Sry (Sex-determining region of the Y chromosome) es el 

encargado de determinar el destino de la gónada bipotencial, al activar las vías de 

señalización necesarias para la diferenciación hacia un testículo (Koopman et al., 

1991). La expresión del gen Sry, induce el incremento en la expresión de Sox9 

(SRY-box transcription factor 9) en las células somáticas de pre-Sertoli del testículo 

fetal (Sekido & Lovell-Badge, 2008). Ambos genes codifican para factores de 

transcripción iniciando una cascada de señalización que lleva a la diferenciación de 

los cordones seminíferos integrados por células de Sertoli y las células germinales 

primordiales (CGPs), también llamadas gonocitos durante el período de migración 

y colonización de la gónada morfológicamente indiferenciada bipotencial. En torno 

a los cordones seminíferos en formación, se encuentra el tejido estromático formado 

por vasos sanguíneos y células mesenquimáticas precursoras de fibroblastos, 

células peritubulares y células de Leydig (Figura 1). La producción de la molécula 

de señalización Desert Hedgehog (DHH) por las células de Sertoli, específica a las 

células de Leydig fetales a través de la unión a su receptor llamado homólogo 1 de 
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la proteína Patched (PTCH1, por sus siglas en inglés) (Yao et al., 2002), a su vez, 

las células de Leydig producen Activina A, necesaria para la expansión de los 

cordones seminíferos (Archambeault & Yao, 2010).  

Las células somáticas de Sertoli y de Leydig controlan la diferenciación 

sexual gonadal mediante la secreción de los factores endocrinos hormona 

antimülleriana (AMH, por sus siglas en inglés) y testosterona. Estos factores están 

encargados de masculinizar el tracto genital masculino al inducir el desarrollo de los 

conductos de Wolff e inhibir los conductos de Müller, respectivamente e inducir la 

transformación masculina del seno urogenital y genitales externos.  
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Figura 1. Corte transversal de testículo de conejo a los 21 dpc. Los cordones testiculares están 

formados por las células de Sertoli (SC) y las células germinales (GC). Por fuera de los cordones se 

distingue el tejido estromático donde se localizan además 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 Biología Celular y Fisiología del 

instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). 

 

La diferenciación de las CGPs a espermatogonias está 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 ratón, el mesonefros adyacente a la gónada de 

ambos sexos produce ácido retinoico, encargado de inducir la expresión del gen 

Stra8 (Stimulated by retinoic acid, por sus siglas en inglés) en las CGPs para que 
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entren en meiosis en el ovario (Bowles et al., 2006; Koubova et al., 2006). Sin 

embargo, en el testículo la expresión de Sf1 en las células de Leydig y Sertoli induce 

la expresión Cyp26b1 cuyo producto es la enzima que cataliza la degradación del 

ácido retinoico, previniendo el inicio de la meiosis de los gonocitos, por lo que entran 

en un período de arresto mitótico de una manera sincronizada hasta la pubertad 

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

 

 

Figura 2. Diferenciación de las células germinales. El ácido retinoico activa la expresión del gen 

Stra8 estimulando la entrada en meiosis de las células germinales en el ovario. En el testículo la 

enzima Cyp26b1, sintetizada por las células de Sertoli y las células de Leydig, degrada al ácido 

retinoico inhibiendo la entrada a meiosis de las células germinales (Modificada de Bowles et al., 

2010).  

 

En contraste con el ratón, en especies de mayor tamaño, como el conejo las células 

germinales entran en meiosis después que el mesonefros adyacente ha sufrido 
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regresión, descartando a este órgano como la fuente de ácido retinoico, además de 

que la entrada en arresto mitótico en los testículos de conejo es un proceso 

asincrónico y asimétrico que dura varios días, 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 andrógenos, específicamente testosterona 

responsable de la masculinización del sistema urogenital durante el desarrollo, 

además producen al Factor similar a la insulina 3 (INSL3, por sus siglas en inglés), 

necesario para inducir la primera fase transabdominal del descenso testicular (Ivell 

et al., 2022). Las células de Leydig muestran cambios morfológicos, estructurales y 

endocrinos en diferentes etapas del desarrollo de los testículos. Se han 

caracterizado dos poblaciones de células de Leydig: las células de Leydig fetales 

(CLF) y las células de Leydig adultas (CLA) (Habert et al., 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, 

ratón, cerdo, hámster y hurón (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)  

Aunque las CLF han sido ampliamente estudiadas, su origen y destino siguen 

siendo motivo de controversia. Algunos autores indican que el origen de la población 

fetal y adulta es distinto debido a sus diferencias morfológicas y funcionales (Kerr & 

Knell, 1988; Shima et al., 2013). Sin embargo, otros estudios han sugerido que la 

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

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

En ratones, la primera población de CLF aparece a los 12,5 dpc (días 

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 gestación (Bjerregaard, et al., 1974; 

Voutilainen, 1992). Su número aumenta considerablemente en los testículos fetales 

tempranos, y posteriormente, las CLF entran gradualmente en un arresto mitótico y 

la población se estabiliza, hasta casi desaparecer durante el período perinatal 

(Barsoum et al., 2013). 

 

Genes implicados en la diferenciación de las células de Leydig Fetales  

Además de la expresión 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 participación de otros 

factores reguladores en el establecimiento de la población de las células de Leydig 

como el Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en 

inglés), la Hormona antimülleriana (AMH, por sus siglas en inglés), la proteína 

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 especificación 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 especificación de células productoras de esteroides y regula la vía de 

expresión de los genes que codifican a las enzimas involucradas en el proceso de 

esteroidogénesis:  P450scc (Enzima de escisión de la cadena lateral del citocromo 

P450), CYP17A1 (citocromo P450C17), 3-HSD (3-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa), 17-HSD (17-hidroxiesteroide deshidrogenasa) y StAR 

(Steroidogenic acute regulatory protein) (Shima et al., 2015). Aunque las células que 

expresan Sf1 en la cresta gonadal también incluyen a las células precursoras de 

Sertoli, estas están ubicadas en los cordones seminíferos, por lo que se distinguen 

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

Los cambios en los niveles de expresión del SF1 están asociados con 

fenotipos reproductivos severos. Ratones deficientes en Sf1 muestran defectos en 

el desarrollo de las gónadas y las glándulas 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 ratón deficiente en Sf1 específico en las células de Leydig del testículo del ratón 

a los 11.5 dpc, y observaron un déficit en la proliferación en las células de Leydig 

fetales, así como una reducción notable en la esteroidogénesis y la síntesis de 

testosterona, lo que resultó en testículos criptorquídicos y un desarrollo alterado del 

aparato reproductor indicando una clara disfunción de las CLF. 

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

desarrollo embrionario (Bitgood et al., 1996b). En el testículo, la proteína DHH es 
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producida por las células de Sertoli y es posible detectarlo en ratón a los 11.5 dpc. 

Su receptor PTCH1 se expresa de manera prominente en las CLF y otras células 

estromales en los testículos de ratón a los 12.5 y 13.5 dpc. En ratones deficientes 

en Dhh, el número de células de Leydig disminuye drásticamente a los 13.5 y 14.5 

dpc. En otro estudio in vitro empleando crestas urogenitales de ratón, observaron 

que la inhibición de la señalización de DHH disminuye la diferenciación de las 

células de Leydig, sin afectar la diferenciación de las de las células de Sertoli, 

además de no afectar la migración de las células mesonéfricas, proceso 

indispensable para la diferenciación histológica del testículo en mamíferos. Estos 

datos sugieren que, aunque DHH no es un marcador específico de las CLF, la 

señalización de DHH/PATCHED1 es esencial para su diferenciación (Yao et al., 

2002) 

          Otro gen implicado en la diferenciación 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 RNAm de Pdgf se sobre-expresa en las células de Sertoli a los 12.5 dpc, 

así como su receptor PDGFR-α en células mesenquimales del estroma. La deleción 

de Pdgfr-α en testículos de ratones reveló alteraciones en la formación de los 

cordones testiculares y estroma, así como una disminución en la proliferación y 

diferenciación de las células de Leydig. Estos resultados indican que la señalización 

entre PDGF/PDGFR-α se requiere para la diferenciación de las células de Leydig 

fetales (Brennan et al., 2003). 
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        El gen Arx (Aristaless related homeobox) es un factor de transcripción que, 

aunque no se expresa en las CLF, es posible detectarlo en los fibroblastos del 

testículo temprano. Los ratones deficientes de Arx muestran severos defectos en la 

población de las CLF, lo que sugiere que la interacción entro los dos tipos celulares 

es esencial para la especificación de las CLF en el estroma intersticial del testículo 

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 

regresión de los conductos de Müller en los fetos XY (Lee & Donahoe, 1993). El 

receptor de AMH (AMHR2) se localiza en las células de Leydig adultas y fetales y 

la deficiencia de AMH y AMHR2 en ratones incrementa el número de células de 

Leydig (Racine et al., 1998). Utilizando un ratón deficiente de Amh y Amhr2, se 

produjo una marcada hiperplasia de células de Leydig, concluyendo que la AMH 

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

 

Origen de las células de Leydig fetales  

De acuerdo con la literatura, la población de CLF, localizada en el estroma 

del testículo fetal, puede derivarse de los mesonefros y/o del epitelio celómico. En 

embriones de mamífero la formación de la cresta gonadal se debe a la proliferación 

del epitelio celómico en la región ventral de los mesonefros (riñones fetales). La 

cresta gonadal temprana, está formada por los cordones sexuales primarios 

derivados del epitelio celómico y el estroma constituido por la invasión de los vasos 

sanguíneos y células mesenquimatosas procedentes de la región 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 gónadas/mesonefros y de cocultivos, se observó 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 migración de las 

células de los mesonefros, la diferenciación de las CLF no se ve afectada, lo que 

sugiere que los mesonefros no son la única fuente de las CLF (Merchant-Larios & 

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

El epitelio celómico prolifera activamente en las crestas genitales 

embrionarias y se ha propuesto que contribuye a la formación del estroma. Células 

que migran del epitelio celómico positivas a la molécula Homólogo B del oncogén 

del fibrosarcoma musculoaponeurótico V-maf (MAFB, por sus siglas en inglés) y 

células positivas a la Molécula de adhesión de células vasculares (VCAM1, por sus 

siglas en inglés) provienen de la interfase gónada-mesonefros (DeFalco et al., 2011; 

Karl & Capel, 1998; Schmahl et al., 2000). Zhang y colaboradores (2015), 

observaron que, en ratones deficientes, la inactivación del gen tumor de Wilms 1 

(Wt1, por sus siglas en inglés) en células de Sertoli, resultó en la transdiferenciación 

de células de Sertoli a células de Leydig, lo que indica que la diferenciación entre 

estos dos tipos de células está controlada por Wt1 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 

glándula suprarrenal y de la gónada se derivan de un primordio común durante la 
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embriogénesis temprana. La presencia de células positivas a SF1 en la cresta 

urogenital y su posterior segregación entre los primordios gonadal y suprarrenal, 

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

La invasión de la vasculatura en testículos de ratón ocurre entre los 11.5 y 

12.5 dpc. Este proceso facilita la migración dirigida de células progenitoras de 

estroma hacia la cresta genital (DeFalco et al., 2011) y la aparición 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 andrógeno sintetizado por las células de Leydig es la 

testosterona. Esta hormona, mantiene la función reproductiva en los testículos 

adultos, mientras que, en la etapa fetal, la testosterona es necesaria para la 

diferenciación de los conductos deferentes y vesículas seminales, así como para la 

transformación del mesonefros en epidídimo. En el caso de los genitales externos, 

la testosterona es transformada a dihidrotestosterona (5α-DHT) en los tejidos 

precursores de la región 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 formación del falo y el rafe uretral. Además, las tumefacciones 

genitales se unen y forman las bolsas escrotales. Por otra parte, los andrógenos 

producidos en la etapa fetal también participan en la masculinización del cerebro 

(Griswold & Behringer, 2009). El nivel máximo de testosterona en la etapa fetal se 

alcanza alrededor de los 17-18 dpc en el ratón (Gondos et al., 1977; O’Shaughnessy 
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et al., 2000), en conejos de los 21-26 dpc (Veyssiere et al., 1976; Anderson & 

Mendelson, 1988), en tanto que, en humanos, entre las semanas 12 y 14 de la 

gestación (Tapanainen et al., 1981). 

La testosterona puede ser sintetizada utilizando como sustrato al colesterol 

de novo, el colesterol asociado a lipoproteínas de fuentes extracelulares o también 

utilizando productos intermedios de la vía de síntesis de andrógenos. En el caso de 

las CLF, el colesterol es internalizado a la mitocondria por la proteína 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 acción de la enzima 

P450scc (Enzima de escisión de la cadena lateral del citocromo P450) codificada 

por el gen Cyp11a1 (Figura 3). Posteriormente, la pregnenolona es liberada de la 

mitocondria y pasa al retículo endoplasmático liso (REL) donde se completa el 

proceso de biotransformación conducente a la síntesis de andrógenos. En las 

membranas del REL las enzimas que participan en este proceso son la 3β-HSD (3β-

Hidroxiesteroide deshidrogenasa Δ5-4 isomerasa, (tipo II en humanos, y tipo I en 

ratones)), la CYP17A1 (17α-hidroxilasa, 17,20-liasa) y la 17β-HSD (17β-

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 testículo para realizar la 

biotransformación de colesterol a testosterona y dihidrotestosterona, hormonas que se requiere para 

masculinizar el tracto y para la diferenciación 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 andrógenos (RA) por un cambio conformacional que ocurre cuando los 

andrógenos (testosterona y dihidrotestosterona) se unen al RA. A continuación, el 

receptor se dimeriza, se fosforila, y, finalmente se transloca al núcleo, donde se une 

a los elementos de respuesta a andrógenos, y regula la transcripción génica. Sin 

embargo, es importante resaltar que, la expresión espacio-temporal del RA durante 

el desarrollo de los testículos fetales difiere entre especies (Rouiller-Fabre et al., 

2015). En ratones, el RA se expresa en células germinales y células peritubulares 

a los 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 gestación 

(Shapiro et al., 2005). Aunque en ratones deficientes de RA las CLF se desarrollan 

normalmente, la maduración de las CLA se ve afectada, observándose una 

diferenciación incompleta y una expresión esteroidogénica alterada, lo que sugiere 

que la señalización de RA es necesaria para el equilibrio en el desarrollo temprano 

de la población fetal y posterior establecimiento testículo adulto (Kaftanovskaya 

et al., 2015).  

 

Bisfenol A como disruptor endocrino 

El Bisfenol A (2, 2'-bis (4-hidroxifenilpropano; BPA) es un compuesto químico 

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 estrógeno sintético 

más potente que fue administrado a mujeres embarazadas para evitar abortos y 

partos prematuros. No obstante, se observó una alta incidencia de niñas con cáncer 

cervical y vaginal que fueron expuestas in útero al DES por lo que su uso se 

descontinuó (Al Jishi & Sergi, 2017).  

En la industria del plástico el uso del BPA se disparó en la década de 1950, 

y se empezó a utilizar como monómero para la fabricación de plásticos de 

policarbonato y resinas epoxi, por los que su principal uso fue la producción 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 



22 
 

productos químicos más fabricados en el mundo con una producción 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 están altamente expuestos. Las altas 

temperaturas inducen la liberación de monómeros 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). El BPA atraviesa la barrera placentaria tanto en roedores como en 

humanos, lo que significa que la exposición materna al BPA puede afectar al feto 

en desarrollo (Balakrishnan et al., 2010). En humanos, el BPA está presente en la 

sangre, la orina, el líquido amniótico y la sangre del cordón umbilical (Minatoya et al., 

2017). 

Por sus propiedades estrogénicas y por la alta exposición 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 exógenos (Ismanto et al., 2022) que interfieren con la 

síntesis, secreción, transporte, metabolismo, acción de unión o eliminación de 

hormonas naturales transportadas por la sangre que están presentes en el cuerpo 

y sean responsables de la homeostasis, la reproducción y el proceso de desarrollo 

(Kumar et al., 2020). Enfermedades como el cáncer (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) están relacionadas con estos disruptores endocrinos. Estudios 

epidemiológicos en humanos han relacionado la exposición del feto a 

contaminantes ambientales con actividad estrogénica como el BPA, con trastornos 

del desarrollo del testículo (Fénichel et al. 2019; Gingrich, Ticiani, y Veiga-Lopez 

2020). Algunos de estos estudios indican que los niveles de BPA en suero, así como 

los niveles de BPA en placentas a término, son mayores en niños que presentaban 

alteraciones como criptorquidia o hipospadias (Fernández et al., 2016; Komarowska 

et al., 2015). 

Por lo tanto, la exposición a contaminantes químicos con actividad 

estrogénica como BPA, puede interferir con la biosíntesis, el metabolismo o la 

acción hormonal normal en el organismo y durante el desarrollo temprano puede 

alterar la diferenciación de los CLF, perturbando su función paracrina con las células 

de Sertoli y las CGPs dentro del testículo 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 cromosómica en las poblaciones de 

gonocitos e inhibir su diferenciación a espermatogonias, lo que parece ser crítico 

para el desarrollo del carcinoma in situ en adolescentes y adultos (Jacobsen et al., 

2000; Jørgensen et al., 1997). Existe evidencia de que las gónadas 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 andrógenos sintetizados y la señalización mediada por el 

RA durante el desarrollo embrionario, determina la diferenciación completa y la 
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función esteroidogénica correcta de las células de Leydig en la vida adulta 

(Kaftanovskaya et al., 2015). Por lo tanto, incluso una breve interrupción y/o 

inhibición sutil del establecimiento del CLF, puede reflejarse en consecuencias 

teratológicas y patológicas durante la vida postnatal como testículos hipoplásicos, 

criptorquidia, hipospadias y la persistencia de los conductos mullerianos (Asklund 

et al., 2004). 

Los trastornos reproductivos masculinos, conocidos colectivamente como el 

"Síndrome de disgenesia testicular" (SDT), son el resultado de alteraciones en el 

desarrollo de los testículos durante la vida fetal (Minatoya et al., 2017). En la 

disgenesia testicular los túbulos seminíferos y el estroma son anormales, no 

desaparecen completamente los conductos de Müller, los conductos de Wolff no se 

mantienen o su diferenciación es parcial y los genitales externos no se virilizan o lo 

hacen parcialmente. En consecuencias estos individuos presentan genitales 

ambiguos, criptorquidia uni o bilateral, además de presentar un elevado riesgo de 

malignización testicular (Audí et al., 2006). El BPA modifica el metabolismo de las 

hormonas esteroides, mediante su unión a sus proteínas receptoras, lo que a su vez 

modifica las vías de transducción 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 exposición fetal al BPA puede afectar el establecimiento de la población 

de CLF al interrumpir el proceso esteroidogénico en los testículos en desarrollo. Por 

lo tanto, incluso una breve interrupción del proceso esteroidogénico en los testículos 

fetales, puede tener consecuencias perturbadoras en la vida posnatal (Shima et al., 

2015).  
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Existen variaciones importantes según las diferentes especies, en cuanto a 

los efectos de la exposición intrauterina al BPA sobre las CLF y la función 

esteroidogénica de los testículos fetales. Los estudios de cultivos de órganos 

informaron que el BPA reduce la actividad endocrina de los testículos 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 acción de los andrógenos 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 período prepuberal, las células 

de Leydig en ratas aumentaron su proliferación in vivo e in vitro (Chen et al., 2018), 

otros estudios también en rata informaron que el BPA inhibe la proliferación de 

células de Leydig in vitro (Nanjappa et al., 2012). Otros reportes indican que, aunque 

el efecto del BPA sobre la proliferación de las CLF en ratones, ratas y humanos es 

similar; el nivel más bajo sin efecto adverso observado (NOAEL, por sus siglas en 

inglés), establecido por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) es 

más de 100 veces menor en humanos que en roedores. Además, las vías de 

señalización específicas 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 

relación con lo que ocurre en humanos aún no está clara, específicamente durante 

el proceso de diferenciación de CLF.   
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JUSTIFICACIÓN 

Debido a la preocupación por el uso frecuente de roedores como modelos 

para evaluar el riesgo de disruptores endocrinos en testículos fetales humanos, se 

ha recomendado el uso de modelos animales alternativos en los que los testículos 

fetales muestran un patrón de desarrollo más cercano a los humanos (Rouiller-

Fabre et al., 2015). En comparación con el ratón, donde la diferencia entre los 

compartimentos cortical y medular no son evidentes, el conejo tiene ventajas para 

evaluar los efectos de los agentes tóxicos en el desarrollo temprano de los 

testículos. Por ejemplo, el patrón gonadal de desarrollo en el conejo se parece al de 

los humanos; ambos forman una gónada bi-potencial con dos compartimentos 

tisulares: la médula y la corteza, en los que se producen las interacciones somático-

célula germinal según 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 

población de células germinales en proliferación coexiste durante mucho tiempo con 

células germinales que entran en meiosis o en detención mitótica en ovario y 

testículo, respectivamente. Por lo tanto, en comparación con los roedores, el efecto 

del BPA puede diferir en especies con un período de gestación más prolongado. Al 

igual que los humanos, la población 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 simultáneamente al 

BPA, cuando se producen interacciones críticas de células germinales somáticas 

paracrinas (Daniel-Carlier et al., 2013; Díaz-Hernández 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 diferenciación y esteroidogénesis de las células 

de Leydig en la etapa fetal, alterando su interacción con las células de Sertoli y los 

gonocitos, aumentando el riesgo de generar alteraciones que se podrían ver 

reflejados en disgenesias o cáncer testicular en la vida posnatal. Aunque la mayor 

parte de mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de las gónadas 

derivan de estudios hechos en el ratón como modelo experimental, su corta 

gestación y pequeño tamaño, difieren en varios aspectos morfogenéticos de los 

observados en especies de mayor tamaño. Por lo que proponemos que el estudio 

del efecto del BPA en modelos animales con gónadas grandes y poblaciones 

asincrónicas de gonocitos como el conejo podría brindarnos información más 

próxima a lo que ocurre en humanos acerca del del patrón de desarrollo de 

testicular, especialmente en la diferenciación y actividad esteroidogénica de las 

células de Leydig en etapa fetal. 

 

 

 

 

 

 

 



28 
 

HIPÓTESIS 

El BPA modifica la diferenciación y esteroidogénesis de las células de Leydig del 

conejo al inicio de la maduración de los cordones testiculares. Tales modificaciones 

explicaran las alteraciones patológicas en la vida adulta, incluido el cáncer testicular 

reportado en humanos  
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OBJETIVO GENERAL 

Conocer el efecto del BPA sobre la proliferación, diferenciación y esteroidogénesis 

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

OBJETIVOS PARTICULARES 

● Determinar mediante el uso de RT-qPCR el efecto del BPA sobre el patrón 

de expresión de los genes SF1, (marcador de células precursoras de células 

de Leydig fetales), CYP11A1 (enzima marcadora de células Leydig), 3β-HSD 

(enzima marcadora de células de Leydig) y RA (receptor a andrógenos, 

marcador de células de Sertoli y células germinales) en testículos fetales y 

postnatales del conejo. 

● Conocer el efecto del BPA sobre el patrón proliferativo de las células de 

Leydig fetales y postnatales, correlacionando por inmunofluorescencia la 

distribución espacial de la proteína CYP11A1 y la proteína KI67 (marcador 

de proliferación).  

● Analizar mediante ELISA el efecto del BPA sobre los niveles de testosterona 

en suero de los fetos y gazapos de conejo.  

● Determinar por microscopía electrónica el efecto del BPA sobre el proceso 

de diferenciación morfológica de las células de Leydig.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales  

Se utilizaron hembras preñadas 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 Biológicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. 

La hembra tiene ovulación refleja inducida por la monta, por lo que el inicio de la 

gestación se estableció en el momento en que se observó la cópula. El día del coito 

se denominó el día “0”.  

 

Tratamiento 

Las hembras preñadas fueron tratadas vía 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/día de BPA (Sigma-Aldrich, USA) (Nutrition, 2023) disuelto en 

etanol. Esta concentración representa el nivel más bajo en el que se observan 

efectos adversos (LOAEL por sus siglas en inglés) en mamíferos, de acuerdo con 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Organización de las Naciones 

Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO). El BPA fue administrado a partir 

de los 15 días post coito (dpc) a los 31 dpc. Las hembras preñadas del grupo control 

solo se trataron vía oral con etanol. El tratamiento inició a los 15 dpc cuando 

comienza la diferenciación de la cresta gonadal en el conejo (Díaz-Hernández et al., 

2008).  
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Obtención de las muestras 

Las hembras preñadas y los recién nacidos fueron sacrificados con una 

sobredosis de pentobarbital sódico (PiSA, México), siguiendo los lineamientos del 

protocolo establecido por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 

(especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de animales de 

laboratorio). Los testículos fueron muestreados los días 17, 21, 26, 27, 28, 29, 30 y 

31 dpc y 1, 2 y 3 días posparto (dpp). Se diseccionaron pares de gónadas de al 

menos cinco animales en cada etapa, una gónada de cada par se procesó para 

inmunofluorescencia y la contralateral para extracción 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 identificó visualmente con la ayuda de un microscopio 

estereoscópico, a excepción de las gónadas de 17 y 21 dpc, en las que el sexo se 

determinó mediante la amplificación del gen SRY por RT-PCR, tal como lo describe 

Díaz-Hernández et al., 2008. El DNA genómico se obtuvo de las patas delanteras 

de los fetos. Cada reacción de PCR consistió en DNA genómico. Se realizaron 

reacciones de PCR de 30µl utilizando 1.5 UI Taq DNA Polymerase Platinum®, 3µl 

de Buffer de PCR 10X, 1μl Mg2+ [50mM], 1μl d’NTP’s [10mM], 1µl de cada 

oligonucleótido [10mM], 1µ DNA y agua ultrapura.  
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Extracción de RNA total y transcripción reversa  

Las gónadas se disecaron y almacenaron rápidamente en congelación a -

70°C. La extracción del RNA total se realizó usando el RNeasy Mini Kit (Qiagen), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Para evitar la contaminación con DNA 

genómico, el RNA fue incubado con RNase-Free DNase (Qiagen) a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. La concentración y la calidad del RNA total se 

evaluaron determinando la densidad óptica en la relación A260:A280 (2,0 ~ 0,15) 

en un espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y mediante 

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

 

Síntesis de DNA complementario 

Para la síntesis de DNA complementario (cDNA), se colocó el RNA total (2 

μg) en 20 ml de 10 UI de la enzima transcriptasa reversa (Transcriptor Reverse 

Transcriptase, Roche, Life Science). La síntesis de cDNA se realizó a partir de 2µg 

de RNA total, en un volumen final de 20µl, con 10 UI de la enzima transcriptasa 

reversa (Transcriptor Reverse Transcriptase, Roche) siguiendo las instrucciones del 

proveedor. Se utilizó 1 µl de oligo dT [0.5µg/µl] 1 µL de Random Primers [1µg/µl], 2 

µl de dNTP’s [10 mM], 4 µl de Buffer RT, 0.5 µL de RNAasa out, 0.5 µL 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 imágenes fueron capturadas 

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

La expresión génica se determinó 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 oligonucleótidos se diseñaron en el programa BLAST a partir de las 

secuencias específicas reportadas en el NCBI (National Center for Biotechnology 

Information, por sus siglas en inglés) para conejo (Oryctolagus cuniculus) de SF1, 

CYP11A1, 3β-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 oligonucleótidos de los genes constitutivos de H2AX y 

YWHAZ se diseñaron de acuerdo con lo reportado por Daniel-Carlier et al., 2013. 

En nuestras condiciones, HPRT resultó ser la opción más estable; por lo tanto, se 

utilizó como control interno para validar los niveles de expresión génica. Los 

oligonucleótidos y las temperaturas de fusión se presentan en la Tabla 1. La 

autenticidad de los fragmentos se verificó mediante secuenciación. Para 

estandarizar las condiciones de qPCR de cada gen, se determinó la alineación 

óptima de los oligonucleótidos por gradiente de temperatura y se obtuvo la eficiencia 

de amplificación de cada gen. La validación de cada gen se realizó a partir de una 

curva estándar 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 

amplificación se graficaron contra el logaritmo de la cantidad de cDNA (diluciones 

seriadas 1:10 a partir de 100ng/μl de cDNA).  
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Para validar cada gen, la regresión semilogarítmica cumplió con los 

siguientes parámetros: 

● Valor de pendiente de -3.32 ∓ 10%, que nos indica la eficiencia de 

amplificación. 

● Índice de correlación (R2) = 0.99, que nos indica la reproducibilidad del 

sistema. 

Las reacciones de qPCR se realizaron utilizando SYBR Select Mix (Applied 

Biosystems, California, USA) 1x, oligonucleótidos (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 amplificación 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 

fusión para asegurar la amplificación de un solo producto. 

La expresión de los genes se cuantificó mediante la comparación relativa Ct. 

El Ct se define como el número de ciclo fraccionario en el que la fluorescencia 

indicadora alcanza un determinado nivel. Para calcular los cambios relativos en la 

expresión de cada gen se utilizó el método 2-ΔΔCt. 
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Gen Secuencia 5’→ 3’ Tamaño del 
amplicón  

Temperatura 
de fusión 

Referencia NCBI 

Steroidogenic factor 1 

SF1 S: CGCAGGTGCATGGTCTTCAA 
AS: CGTACTGGATCTGGCGGTAG 

112 pb 60°C 
60°C 

XM_008273334.2 

Cytochrome P450 family 11 subfamily A member 1 

CYP11A1 S: CCGTGGTATCCTCTACAGCC 
AS: CCCCATCTCATACAGGTGCC 

136 pb 60°C 
60°C 

XM_008253734.2 

3 beta-Hydroxy-steroid dehydrogenase 

3β-HSD S: CAGGTGTCATTCACCGAGACA 
AS: GTTGGGTCCAGCTACTTCCA 

131 pb 60°C 
60°C 

XM_002715686.3 
 

Androgen receptor 

AR 
 

S: GTGCCCTATCCCAATCCCAG 
AS: ACGTGGTCCCTAGCAGTCTC 

107 pb 60°C 
60°C 

NM_001195724.1 
 

Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 

HPRT S: GCAGACCTTGCTTTCCTT 
AS: GTCTGGCCTGTATCCAACACT 

103 pb 60°C 
60°C 

EF219063.1 
 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GAPDH S: GTATGATTCCACCCACGGCA 
AS: CCAGCATCACCCCACTTGAT 

129 60°C 
60°C 

NM_001082253.1 
 

H2A histone family member X 

H2AX S: ACCTGACGGCCGAGATCCT 
AS: CGCCCAGCAGCTTGTTGAG 

126 60°C 
60°C 

Daniel-Carlier et al., 
2013. 

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

YWHAZ 
 

S: GGGTCTGGCCCTTAACTTCTCT 
AS: AGCAATGGCTTCATCAAAAGC 

100 60°C 
60°C 

Daniel-Carlier et al., 
2013. 

Sex-determining region Y 

SRY S: GTGGTCCCAACATCAGA 
AS: ACCTCGTCGGAAGGTTAAAATC 

202 pb 56°C 
56°C 

Díaz-Hernández et 
al., 2008. 

 

Tabla 1. Condiciones y características de los oligonucleótidos utilizados para PCR en tiempo real.  

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

Para las inmunofluorescencias, los testículos disecados se fijaron en 4% de 

paraformaldehído 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 

proliferación de las células de Leydig se utilizó la colocalización del marcador 

nuclear anti-KI67 (M740, clone MIB-1, Dako, Denmark) y el marcador citoplasmático 

anti-CYP11A1 (sc-18043, Santa Cruz, Biotechnology). Se procesaron testículos de 

19, 21, 27, 28 y 31 dpc y 1, 2 y 3 dpp. Se utilizaron criosecciones de testículo de 30 

μm, orientadas longitudinalmente. Cada criosección se colocó alternadamente en 

una de cuatro laminillas para incluir secciones representativas de cada gónada en 

cada laminilla. Para la recuperación de antígenos 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 bloquear la tinción inespecífica, 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 dejó durante la noche a 4 °C con el segundo anticuerpo 

primario monoclonal de ratón anti-Ki67, diluido 1:150. El anti-ratón burro Alexa Fluor 

555 (A31570, Molecular probes, Invitrogen) se utilizó como anticuerpo secundario. 

Los núcleos 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 imágenes 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 teñidas en verde y Ki67 en color rojo. El número de 

células marcadas con CYP11A1 Y KI67 colocalizados se midió con el software de 

imagen Zeiss LSM5 en cuatro criosecciones para testículos (n = 4 testículos por 

edad). Las células marcadas se identificaron claramente en pilas confocales 3D de 

secciones ópticas de 3,0 μm y se contó su número por unidad de área (325,67 mm2). 

 

Obtención de suero y ensayo de testosterona  

Las muestras de sangre se obtuvieron por punción cardiaca, se colectaron 

en tubos eppendorf sin solución anticoagulante y se dejaron reposar durante 1hr a 

temperatura ambiente para favorecer la coagulación, 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 inmunoanálisis competitivo de ELISA (ENZO, 

testosterone ELISA kit, Farmingdale, NY) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. 
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Secciones semifinas y microscopía electrónica de transmisión 

Los testículos de cada grupo se fijaron en solución de KRNAovsky y 

posteriormente se post fijaron con OsO4 al 1 % en buffer Zetterqvist. Después, los 

testículos fueron deshidratados en una serie ascendente de concentraciones de 

etanol y se incluyeron en Epon 812. Se cortaron secciones semifinas (1 μm de 

espesor) con un ultramicrótomo (Power Tome Microtomy XL, RMC) y se tiñeron con 

azul de toluidina. Las secciones finas de 60 nm se tiñeron con acetato de uranilo y 

citrato de plomo. Las imágenes fueron recolectadas y procesadas con microscopio 

de luz o con microscopio electrónico de transmisión (Jeol EM1010). 

 

Análisis estadístico  

         Los datos se presentan como media y error estándar (SEM). Las diferencias 

estadísticas entre los grupos se evaluaron y compararon mediante una prueba 

ANOVA de una vía, seguida de la corrección de Welch. La significación estadística 

se estableció como p<0,05. 

 

Sexado de los embriones 

El sexo de los embriones de 17 y 21 dpc se determinó por PCR mediante la 

amplificación de un fragmento del gen Sry presente únicamente 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 amplificación de un fragmento 

del gen Sry. Gel de agarosa al 1% teñido 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. 

 

Extracción de RNA 

Las extracciones de RNA total se verificaron corriendo las muestras en un 

gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio. La presencia de las bandas de 

RNA ribosomal 28S y 18S corrobora la integridad del RNA obtenido. No se aprecia 

contaminación por DNA genómico (Figura 5). 
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Figura 5. Fotografía de un gel de agarosa donde se muestra la integridad del RNA total 

obtenido de testículos de conejo de 31 dpc. Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio, 

en cada carril se cargó la cantidad de 0.2 μg de RNA, las flechas rojas indican las bandas de RNA 

ribosomal 28S y 18S. Cada número indica el carril en el que se corrió el RNA total de cada testículo 

de conejo de 31 dpc procesado.   

 

Síntesis de cDNA  

Para corroborar la eficiencia de la síntesis de cDNA utilizando la transcriptasa 

reversa, se realizó la amplificación del gen endógeno de Hprt (462 pares de bases). 

En la figura 6 se puede observar la integridad del cDNA sintetizado a partir del RNA 

total extraído de testículos de conejo de 31 dpc.  
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Figura 6. Fotografía de un gel de agarosa donde se aprecia la integridad del cDNA sintetizado 

a partir del RNA total extraído de testículos de conejo de 31 dpc. Gel de agarosa al 1% teñido 

con bromuro de etidio. Carril-1 marcador de peso molecular (MPM), Carril-2 control sin templado, 

Carriles 3-13 muestran las bandas únicas que corresponden a la amplificación del gen endógeno 

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

 

Gradientes de temperatura 

Para estandarizar las temperaturas óptimas de alineamiento de los 

oligonucleótidos para qPCR se realizaron gradientes de temperatura. En las figuras 

7 y 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 

óptima de alineamiento.  
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Figura 7. Fotografías de geles de agarosa donde se muestran los gradientes de temperatura 

de los genes blanco Sf-1, Cyp11a1, RA y 3β-Hsd.  Se utilizaron gradientes de temperatura de 

58°C a 64°C. La temperatura óptima 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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Figura 8. Fotografías de geles de agarosa donde se muestran los gradientes de temperatura 

de los genes endógenos Hprt, Gapdh, H2ax y Ywhaz.  Se utilizaron gradientes de temperatura de 

56°C a 62°C. La temperatura óptima 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 qPCR 

Los valores obtenidos de la pendiente, así como el índice de correlación (R2) 

de cada gen se resumen en la Tabla 2. Los valores de los genes analizados 

cumplieron los parámetros establecidos excepto el gen endógeno Ywhaz por lo 

tanto se descartó como gen de referencia.  En nuestras condiciones, Hprt resultó 

ser el gen endógeno más estable; por lo tanto, se utilizó como control interno para 
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validar los niveles de expresión génica de Cyp11a1, Sf1, 3b-Hsd y RA. Las gráficas 

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

Nombre Valor de la pendiente Índice de correlación 

Genes blanco 

CYP11A1 -3.64 0.99 

3β -HSD -3.46 0.99 

RA -3.25 0.99 

SF1 -3.29 0.99 

Genes endógenos 

HPRT -3.65 0.99 

GAPDH -3.61 0.99 

H2AX -3.45 0.99 

YWHAZ 
 

-4.17 0.99 

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

pendiente y el índice de correlación (R2). 
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RESULTADOS  

Niveles de expresión de SF1, CYP11A1, 3β-HSD y RA en testículos de fetos de 

conejos y recién nacidos de controles y tratados con BPA   

       Para comprender cómo el BPA puede alterar las vías reguladoras de la 

esteroidogénesis durante el establecimiento de la población fetal de las células de 

Leydig, se extrajo el RNA total de testículos de conejos a los 17, 21, 26, 27, 28, 29, 

30 y 31 días post coito (dpc) y 3 días posparto (dpp).  y se analizaron los niveles de 

expresión por medio de PCR de tiempo real de tres factores: un receptor nuclear 

SF1 y las enzimas esteroidogénicas CYP11A1 y 3β-HSD. Se detectaron altos 

niveles de expresión 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 mostró niveles significativamente más altos que los controles 

a los 26 dpc. Luego, el perfil de expresión del grupo BPA disminuyó 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 expresión génica en SF1. El BPA- 

alteró los niveles de expresión de SF1, observándose los niveles significativamente más 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 

expresión relativa de SF1 a HPRT ~ SEM. Los asteriscos indican una diferencia significativa con el 

control. *P < 0,05. dpc: días post coito, dpp: días 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 detectó CYP11A1 en los testículos de ambos grupos a 

los 17 dpc, los niveles en el grupo BPA fueron significativamente más bajos (Figura 

10). En contraste, cuatro días 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 más 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 expresión génica en CYP11A1. La 

exposición al BPA alteró la expresión de CYP11A1, observándose una marcada disminución hacia 

los 17 y 27 dpc, contrario a los tres dpp donde la expresión de CYP11A1 fue mayor en el grupo 

tratado con BPA respecto a los controles. Cada barra representa la media de expresión relativa de 

CYP11A1 a HPRT ~ SEM. Los asteriscos indican una diferencia significativa con el control. *P < 

0,05. dpc: días post coito, dpp: días 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 transcripción de 3β-HSD fue significativamente 

menor en los testículos de los conejos tratados con BPA que entre los controles. En 

general, el perfil de expresión 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 3β-HSD aumentaron a los tres dpp (Figura 11).  
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Figura 11. Efectos del bisfenol A (BPA) sobre los niveles de expresión génica en 3β-HSD. La 

exposición al BPA altero la expresión de 3β-HSD, observándose una marcada disminución hacia los 

17, 27 y 28 dpc, contrario a los tres dpp donde la expresión de 3β-HSD fue mayor en el grupo tratado 

con BPA respecto a los controles. Cada barra representa la media de expresión relativa de 3β-HSD 

a HPRT ~ SEM. Los asteriscos indican una diferencia significativa con el control. *P < 0,05. dpc: días 

post coito, dpp: días 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 

testículos 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 día 31. Por el contrario, después del nacimiento, 

la expresión de RA aumentó significativamente en los testículos de gazapos de 

madres tratadas con BPA, en comparación con sus controles (Figura 12). 
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Figura 12. Efectos del bisfenol A (BPA) sobre los niveles de expresión génica de RA. La 

expresión de RA fue menor en el grupo tratado con BPA respecto al grupo control, excepto a los tres 

dpp, donde la expresión fue significativamente mayor. Cada barra representa la media de expresión 

relativa de RA a HPRT ~ SEM. Los asteriscos indican una diferencia significativa con el control. *P 

< 0,05. dpc: días post coito, dpp: días 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 expresión de los genes analizados se 

atribuyen principalmente al efecto del BPA sobre los procesos de diferenciación y 

esteroidogénesis de las células de Leydig fetales. Sin embargo, hay que tomar en 

cuenta que el resultado puede derivar de diferencias en la proporción de células que 

expresan los genes analizados, así como de las múltiples vías involucradas en la 

regulación del proceso esteroidogénico alterado por el BPA. 
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Concentración 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 testículos 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 período fetal, los niveles de 

testosterona fueron similares en los testículos de los grupos BPA y control, se 

evidenció un nivel significativamente más 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 concentración de testosterona medida en 

suero. El nivel de testosterona fue significativamente más alto en los gazapos nacidos de madres 

tratadas con BPA a los tres dpp. El asterisco indica diferencias significativas en comparación con el 

control. Las barras representan la media ~ SEM, *P < 0,05. dpc: días post coito, dpp: días post parto. 

La barra representa la media de una n=5, los cuales corresponden al menos a 3 camadas distintas. 

El experimento se realizó por triplicado.  

 

Los niveles en la concentración de testosterona sérica aumentaron sustancialmente 

en las crías posnatales, lo que se podría correlacionar positivamente tanto con el 

aumento en los niveles de expresión de RA como en el de las enzimas 

esteroidogénicas CYP11A1 Y 3β-HSD en las CLF tratadas con BPA. 
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Proliferación de las células de Leydig fetales en testículos de conejos de controles 

y tratados con BPA 

         Para estudiar el efecto del BPA en el tejido esteroidogénico en testículos de 

conejo en desarrollo, correlacionamos la expresión de CYP11A1 y KI67. El 

anticuerpo contra CYP11A1 marca la primera enzima en el proceso 

esteroidogénico, lo que nos permitió identificar a las células de Leydig fetales. Sin 

embargo, la capacidad de proliferación de las células de Leydig se identificó por el 

anticuepo contra KI67, que marca a las células en proliferación. A medida que las 

células de Leydig diferenciadas dejan de proliferar y entran gradualmente en reposo, 

el análisis 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 población 

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 proporción de 

células de Leydig en proliferación en la población de control parecía similar en los 

testículos tratados con BPA y de control a los 19 dpc. Sin embargo, posteriormente 

el número de células de Leydig proliferativas fue significativamente menor en los 

testículos tratados con BPA que en los controles de 21-28 dpc. Una vez más, las 

diferencias no fueron significativas en el día 31 y entre los gazapos recién nacidos 

(Figura 14).  
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Figura 14. La proporción de las células de Leydig que proliferan fue menor en los testículos 

de conejos tratados in útero con Bisfenol A (BPA) respecto a los controles. Hay diferencias 

significativas aparentes en el número de células de Leydig proliferativas en los testículos tratados 

con BPA en comparación con los controles a los 21-28 dpc (*p<0,05). Las barras representan la 

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

 

Debido a que el recuento de células de Leydig presentado en la figura 14 se 

realizó utilizando secciones congeladas de 30 μm de espesor, se hicieron 

reconstrucciones de imágenes confocales de 3,0 μm de espesor para aumentar la 

resolución de las células de Leydig proliferativas y las no proliferativas. La figura 15 

muestra secciones congeladas representativas de embriones controles y tratados 

con BPA a los 21 dpc. 
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Figura 15. Inmunotinciones representativas de secciones congeladas de testículos de 

embriones controles (A) y tratados con bisfenol A (BPA) (B) a 21 dpc. Las células de Leydig en 

proliferación, positivas para KI67, están encerradas en círculos blancos. Las flechas amarillas 

señalan a células de Leydig en proliferación, en las que el núcleo rojo se encuentra en otra capa 

óptica de la pila confocal. dpc: días post coito. El núcleo de todas las células fue teñido con TOTO. 

 

        La figura 16 muestra una colocalización de inmunofluorescencia representativa 

en células de Leydig fetales de un testículo de control a los 28 dpc. Las células de 

Leydig identificadas expresaron CYP11A1 (verde) en las mitocondrias KI67 (rojo) 

se localizó en el núcleo de todos los tipos de células proliferando en los testículos. 

La fusión de la imagen confocal facilitó la identificación precisa de las células de 

Leydig proliferando de las que no se encuentra proliferando.  
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Figura 16. Colocalización inmunofluorescente de alta resolución de CYP11A1 (verde) y KI67 

(rojo) para identificar células de Leydig fetales proliferativas (círculo) y no proliferativas 

(flechas) de un testículo de control a los 28 dpc. dpc: días post coito. El núcleo de todas las 

células fue teñido con TOTO. 

 

             La proporción 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 población de las células de Leydig fetales. Por otra parte, la 

mayor proporción de células proliferando en los controles se correlaciona con los 

niveles de expresión significativamente más altos de los dos genes CYP11A1 y 3b-

HSD analizados.  
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Diferenciación de las células de Leydig fetales 

          En el estudio ultraestructural para evaluar la cito diferenciación en células de 

Leydig proliferativas y no proliferativas, durante el tratamiento con BPA, se observó 

que a los 21 dpc, los testículos de conejo muestran los cordones seminíferos 

rodeados por el tejido estromal, entre los cuales se están diferenciando grupos de 

células de Leydig (Figura. 17 A, B). Además de ser más grandes que otras células 

del estroma, las células de Leydig diferenciadas desarrollan dos orgánulos celulares 

notables: las mitocondrias y el retículo endoplásmico 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 mayoría mantienen crestas 

laminares en sus mitocondrias (Figuras 18B, 19C). Sin embargo, el retículo 

endoplásmico liso desplaza gradualmente a otros orgánulos y ocupa la mayor parte 

del espacio citoplasmático (Figuras 18B, 19C). A medida que los testículos fetales 

crecen considerablemente con la edad, principalmente debido al mayor espacio 

ocupado por el tejido del estroma (vasos sanguíneos, fibroblastos y matriz 

extracelular), los grupos de células de Leydig a los 28 dpc se vuelven más dispersos 

(Figura 18A). Interesantemente, los grupos incluían células de Leydig con diferentes 

grados de retículo endoplásmico liso y rugoso. Las células con predominio de 

retículo endoplásmico rugoso probablemente corresponden a células de Leydig que 

todavía están proliferando (Figura 18B). 
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Figura 17. Imágenes representativas de microscopio óptico y electrónico de testículos fetales 

de conejo de control a los 21 dpc. (A) Sección semifina teñida con azul de toluidina que muestra 

los cordones seminíferos (SC) conectados a la rete testis (RT), rodeados por grupos de células de 

Leydig (LyC) entre el tejido estromal. (B) Micrografía electrónica que muestra una célula de Leydig 

que empieza a formar cisternas de retículo endoplásmico liso (flechas amarillas). El recuadro en (A) 

muestra un área de gran aumento del cuadrado blanco en la imagen B. mt, mitocondrias redondas; 

Nu, núcleo; Ncl, nucléolo. dpc: días post coito. 
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Figura 18. Micrografías de luz y electrónica de un testículo tratado con bisfenol A (BPA) a 28 

dpc. (A) Sección semifina que muestra los cordones seminíferos (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 retículo endoplásmico liso 

predominante (SER). Por el contrario, la célula de la parte inferior tiene un retículo endoplásmico 

rugoso (RER) predominante, que probablemente corresponden a células proliferativas y no 

proliferativas respectivamente. dpc: días post coito. 

 

 

 



59 
 

 

Figura 19. Inmunofluorescencia y microscopía electrónica de una sección de testículo de 

control a los 28 dpc. (A) Inmunotinción de CYP11A1 (verde), localizado en la mitocondria de la 

célula de Leydig, los núcleos se tiñen con yoduro de toto-3 (azul). (B) Micrografía electrónica 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, retículo endoplásmico liso 

(SER) y gotitas de lípidos (Ld). Nu, núcleo. dpc: días post coito. 

 

A nivel ultraestructural, la cantidad de cisternas lisas del retículo 

endoplásmico liso en las CLF en el conejo nos indica la presencia de una población 

heterogénea en términos de diferenciación, por lo tanto, el efecto del BPA actúa 

sobre una población de células de Leydig fetales asincrónicas probablemente 

aumentando su efecto sobre la vía esteroidogénica normal. 
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DISCUSIÓN 

Los estudios sobre la toxicidad del BPA en el desarrollo y la reproducción de 

los roedores llevaron a la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Organización 

de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) a proponer que 

50 mg/kg por día representan el nivel más bajo en el que se observan efectos 

adversos (LOAEL por sus siglas en inglés) en mamíferos. Con dicho criterio, en el 

presente estudio, suministramos diariamente 50 mg/kg de BPA a conejas preñadas.  

El tratamiento se inició a los 15 dpc, correspondiente al establecimiento de las 

crestas genitales en el embrión del conejo, seguido del inicio de la especificación de 

las células de Sertoli y las células de Leydig en el testículo fetal (Díaz-Hernández 

et al., 2008). Para evaluar el efecto del BPA en la diferenciación de la población de 

las CLF, analizamos los perfiles de expresión de tres genes que codifican factores 

implicados en la producción de testosterona: SF1, CYP11A1, 3β-HSD y el del 

receptor de andrógenos RA, durante el período fetal y al tercer día postparto (3 dpp). 

Diferentes estudios en los que se ha empleado al ratón como modelo, 

encontraron que SF1 juega un papel central en la especificación 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 diferenciación y la capacidad 

esteroidogénica de las células de Leydig durante la etapa fetal, lo que a su vez 

compromete la población de las células de Leydig en el testículo adulto (Barsoum 

et al., 2013). SF1 se expresa por primera vez en la cresta urogenital en E9.5 y luego 

continúa 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 día 33 de gestación y hacia las 18 SG los 

niveles de expresión son detectados principalmente en el estroma (Hanley et al., 

1999; Mamsen et al., 2017). 

En la cresta genital, el testículo es determinado por la expresión del gen SRY 

en las células de pre-Sertoli de los cordones seminíferos. A su vez, dichas células 

producen factores de señalización 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 testículos de conejo controles mostraron los niveles más altos 

de SF1 a los 17 dpc. Posteriormente, los niveles disminuyeron mostrando 

variaciones considerables a lo largo de todo el período analizado. Sin embargo, en 

los animales tratados con BPA los niveles de SF1 fueron significativamente 

diferentes en el periodo perinatal. Resultaron más altos a los 27 dpc y más bajos a 

los tres dpp. Los niveles de expresión de SF1 detectados en el presente estudio, 

pueden corresponder al cambio en la proporción de células de los dos tipos de 

poblaciones celulares que expresan SF1 o a una evidente la alteración provocada 

por el disruptor endócrino durante el proceso de diferenciación normal de las células 

de Leydig. 

El hecho de que los niveles de transcripción de SF1 corresponden a las 

células de Sertoli y Leydig en el testículo fetal de conejo, la falta de una correlación 

directa entre los niveles de SF1, CYP11A1, 3β-HSD y RA puede deberse a las 

múltiples vías involucradas en la regulación del proceso esteroidogénico que puede 
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ser alterado por el BPA. A nivel testicular, el BPA actúa como antagonista de los 

receptores de andrógenos (Wolstenholme et al., 2011) y puede inhibir la actividad 

enzimática de CYP11A1 y 3β-HSD (Peretz & Flaws, 2013; Ye et al., 2011). Además, 

el BPA interrumpe el equilibrio de las hormonas esteroides en los testículos, 

alterando los niveles de CYP11A1 y CYP19 a través de la vía de señalización de 

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

La mayoría 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 diseño experimental para observar el efecto del BPA sobre las 

CLF del conejo pretendió imitar la condición real en la que el BPA afecta a los 

testículos fetales desde un punto de vista holístico. Dado que el BPA se suministró 

por vía oral a conejas preñadas, la alteración tanto de la proliferación como de la 

esteroidogénesis de la población de CLF observado aquí resulta de múltiples 

factores. El BPA puede interrumpir la expresión génica de SF1 y las enzimas 

esteroidogénicas CYP11A1 y 3β-HSD, a través de vías de señalización alternativas, 

que incluyen JNK/c-jun, control de retroalimentación de esteroides y metabolismo 

hormonal. Por lo tanto, la falta de correlación 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 población 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 varían según 

el modelo animal y el diseño experimental. El tratamiento in utero de ratas preñadas 

con 400 mg/kg de BPA reguló a la baja los niveles RNAm de CYP11A1 y su proteína 
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(Lv et al., 2019). En crías machos de ratones expuestas a 50 mg/Kg/día de BPA 

durante el período prenatal, hubo una disminución evidente de los niveles de 

CYP11A1 en los testículos (Xi et al., 2011). En ratones, la amplificación testicular 

tanto de CYP11A1 como de 3β-HSD se detectó de los 13 a los 20 dpc (Greco & 

Payne, 1994).  

En hembras preñadas de conejo, los esteroides C21 de origen placentario 

son precursores potenciales en la biosíntesis de testosterona antes del inicio de esta 

función en el testículo fetal, donde el inicio de la síntesis de testosterona por parte 

de la 3β-HSD ocurre entre los 17 y 19 dpc (Wilson & Siiteri, 1973). Usando qRT-

PCR en CLF de conejos controles confirmamos que los niveles de CYP11A1 y 3β-

HSD comienzan a los 17 dpc y alcanzan su punto máximo a los 21 dpc. 

Posteriormente, los niveles de expresión de la transcripción de los dos genes oscilan 

hasta 3 dpp. 

Contrario a los testículos de controles a los 17 dpc, dos días después del 

inicio del tratamiento, los niveles de CYP11A1 y 3β-HSD fueron significativamente 

más bajos en los testículos tratados con BPA. Aunque los niveles aumentan a los 

21 y 26 dpc, en el día 27, CYP11A1 disminuye significativamente más que en los 

controles, mientras que el nivel de expresión de 3β-HSD es más bajo a los 27 y 28 

dpc. Finalmente, aunque durante el período perinatal (20 dpc a 3 dpp), los diferentes 

niveles de transcripción de los dos genes aparecieron entre los testículos 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 andrógenos por el RA, 

evitando su translocación al núcleo celular. Así, el BPA inhibe la formación de 
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complejos funcionales necesarios para la transcripción (Teng et al., 2013). Además, 

en un trabajo reciente en in vitro (Wang et al., 2017) observaron que la proliferación 

de células TM4 de Sertoli de ratón, disminuye por la acción antagonista del el BPA 

sobre el RA, ya que por una parte se inhibe las interacción 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 señalización AR. 

Además de las células de Sertoli, las células peritubulares y los gonocitos 

también expresan el RA en los testículos fetales. Por lo tanto, los efectos 

perturbadores causados por el BPA en la diferenciación, proliferación y actividad 

esteroidogénica de la población de CLF también afectan el tiempo de señalización 

entre las células, lo que pueden diferir entre especies (Hazra et al., 2013). Las 

células de Leydig de fetos de humanos y testículos de recién nacidos expresan el 

RA (Boukari et al., 2009). Por el contrario, las CLF en roedores son independientes 

de los andrógenos (Shima et al., 2015). En las gónadas fetales de ratas macho, el 

RA se expresó a los 17 dpc y posteriormente aumentó. Nuestros resultados actuales 

muestran que, en comparación con los controles, los niveles de RA de los animales 

tratados con BPA son significativamente más bajos a los 27 dpc. Sin embargo, 

después del nacimiento, los testículos de los recién nacidos a los tres dpp 

manifiestan niveles significativamente más altos. 
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Al igual que los pacientes humanos con síndrome de insensibilidad a los 

andrógenos (Brinkmann, 2001), los ratones deficientes en RA (ArKO) muestran una 

inversión sexual de macho a hembra (Yeh et al., 2002). Aunque los ratones ArKO 

desarrollan testículos fetales más pequeños con células de Sertoli y germinales 

degeneradas, las células de Leydig se vuelven hipertróficas. Aunque en el conejo 

encontramos alteraciones en la expresión de RA en el desarrollo de los testículos 

perinatales, las posibles consecuencias patológicas y/o reproductivas no fueron 

estudiadas.  

Las oscilaciones en los niveles de expresión génica observados en nuestros 

resultados se atribuyen principalmente al efecto del BPA sobre los procesos de 

diferenciación y esteroidogénesis de las células de Leydig fetales. Sin embargo, es 

posible que estas variaciones en los perfiles de expresión también puedan derivar 

de las múltiples vías involucradas en la regulación del proceso esteroidogénico o a 

las diferencias en la proporción 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 señal externa, o como marcadores del 

estado biológico saludable de un organismo (Joshi et al., 2022); por lo tanto, se 

utilizan como control interno para validar los niveles de expresión génica. En 

nuestras condiciones experimentales Hprt resultó ser el gen más estable y se utilizó 

para validar los niveles de la expresión de los genes blanco analizados, sin embargo 

actualmente el gen Hprt se ha descrito como un marcador que promueve la 

proliferación celular (Wang et al., 2021), por lo tanto es importante considerar que 
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los patrones aleatorios observados en los perfiles de expresión 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 conversión de 

colesterol a pregnenolona en la mitocondria. Después, la enzima 3β-HSD, en 

conjunto con otras enzimas ubicadas en el retículo endoplásmico liso, completan la 

síntesis de testosterona. A nivel ultraestructural, las CLF diferenciadas en el conejo 

presentan mitocondrias redondeadas, la mayoría con crestas laminares y 

abundantes cisternas del retículo endoplásmico liso. Sin embargo, durante el 

desarrollo de los testículos de conejo, las CLF representan una población 

heterogénea en términos de diferenciación. A los 21 dpc, la mayoría de las células 

de la población de CLF contienen menos cisternas lisas del retículo endoplásmico 

liso; sin embargo, las CLF forman grupos intersticiales masivos mayores que la 

posterior población de CLF de los testículos fetales. Interesantemente, a los 21 dpc, 

los niveles de CYP11A1 y 3β-HSD son más altos, al igual que el número de CLF en 

proliferación. Por lo tanto, aunque un posible artefacto no puede descartarse, el 

mayor número de células de Leydig encontradas en los testículos tratadas pudiera 

explicar los niveles significativamente mayores CYP11A1 y 3β-HSD.   

Usando a la rata como modelo, se encontró que el BPA acelera la 

diferenciación de las células de Leydig posnatales sin afectar su proliferación (Chen 

et al., 2018). En contraste, nuestros resultados actuales en el conejo mostraron que, 

además de alterar la diferenciación, hubo también una disminución significativa en 

la proliferación de células de Leydig en los fetos de conejas tratadas con el disruptor. 
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Además de las diferencias entre especies, el diseño 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, aquí 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 vía en que el BPA fue suministrado: directo en las 

crías de la rata e indirecto en los fetos del conejo. Los contextos histológicos de las 

poblaciones de Leydig y el ambiente endocrino de los testículos difieren 

considerablemente.  

En el conejo, los conductos de Müller y los conductos de Wolff se desarrollan 

de forma similar en ambos sexos entre los 15 y 20 dpc. Los resultados presentados 

muestran que las células de Leydig comienzan a producir testosterona a los 17 dpc. 

En experimentos clásicos, los fetos machos de conejo que fueron castrados a los 

19–21 dpc, de manera sorprendente, desarrollaron un fenotipo femenino (Jost, 

1948). Alfred Jost encontró que el testículo fetal produce dos factores 

indispensables para la masculinización 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 somático masculino se desarrolló 

normalmente. 

Los niveles de testosterona sérica medidos en fetos de rata tratados con BPA 

a los 21 dpc fueron más bajos que los controles (Lv et al., 2019). De manera similar, 

nuestros resultados muestran que los niveles séricos de testosterona fueron más 

moderados tanto en el control como en los fetos tratados con BPA a los 17 y 21 dpc. 
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Posteriormente, los niveles aumentaron tanto en los testículos tratados con BPA 

como en los no tratados sin diferencias significativas hasta los 28 dpc. Sin embargo, 

se produjeron diferencias significativas tres días después del nacimiento, siendo 

mayores en los testículos de los conejos tratados con BPA. El aumento sustancial 

de la testosterona sérica en las crías 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 testículo 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 retículo 

endoplasmático liso y disminución de retículo endoplasmático rugoso y Fase 3 (22 

dpc hasta el nacimiento 31 dpc). Los autores describieron que durante las fases 1 y 

2, la diferenciación en las células de Leydig no es sincrónica y, posteriormente 

evoluciona hacia la diferenciación sincrónica en la fase 3. 

Sin embargo, nuestros resultados muestran que las CLF de conejo en 

diferenciación persisten como una población asincrónica durante la fase 3. 

Encontramos además que de la variable presencia del retículo endoplásmico liso 

entre las células de Leydig, la capacidad proliferativa de las células de Leydig menos 

diferenciadas sugiere la presencia de una población de células de Leydig 

asincrónica. Por lo tanto, el efecto perturbador del BPA que actúa sobre una 

población de células de Leydig fetales asincrónicas probablemente aumenta el 

efecto perturbador multifactorial del BPA sobre la vía esteroidogénica normal. 
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En el presente trabajo algunas limitantes son importantes a considerar, una 

de estas son la diferencia en la proporción 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 testículos de conejo, permitiría determinar mejor la expresión génica 

para cada tipo celular y conocer el efecto del BPA sobre estas. Por otro lado, los 

reportes sobre la localización del receptor a andrógenos en el testículo 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 localizó espacialmente al receptor 

a andrógenos sin embargo, para estudios posteriores sería importante conocer su 

ubicación en las diferentes poblaciones celulares del testículo fetal, utilizando 

técnicas como hibridación in situ o inmunofluorescencias, lo que permitiría por una 

parte conocer sobre que células estaría actuando el BPA y por otra parte conocer 

sus posibles efectos sobre la vía de señalización esteroidogénica establecida por 

las células de Leydig fetales durante el desarrollo testicular.  

 

 

 

 

 

 



70 
 

CONCLUSIÓN 

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 holística, el disruptor endócrino fue 

suministrado a las conejas preñadas por vía oral, tal como ocurre en ambientes 

contaminados. Encontramos que, en el conejo, las células de Leydig fetales 

constituyen una población asincrónica que puede compensar los efectos nocivos 

causados a la vía esteroidogénica normal durante el período fetal. Sin embargo, 

aunque la mayoría de las células de Leydig fetales citodiferenciadas desaparece 

alrededor de los 10 dpp, los niveles de RA y testosterona sérica fueron más 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 

oncogénico en los conejos adultos como se ha postulado en los testículos humanos.  
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ANEXO IMÁGENES DE CURVAS DE VALIDACIÓN Y DE FUSIÓN  

Curvas de validación y curvas de fusión (melt curves) de los genes SF1, CYP11A1, 

3β-HSD Y RA y de los genes endógenos HPRT, GAPDH, H2AX Y YWHA2. 
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