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RESUMEN. Actualmente, existe gran preocupacion cientifica debido a los efectos que puede causar la exposicién a sustancias
quimicas que tienen el potencial de provocar disrupcién endocrina en la vida silvestre y los seres humanos. Diferentes organismos
internacionales han propuesto diversas baterias de ensayos toxicolégicos y bioensayos in vitro e in vivo para la identificacion
de disruptores endocrinos. El presente trabajo, por tanto, pretendié divulgar la metodologia para realizar los ensayos in vivo
que permiten identificar las sustancias que puedan conducir a la disrupcién endocrina del aparato reproductor y que cumplen
la condicién de estar validados por la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico. El ensayo uterotréfico ha sido
empleado para evaluar la actividad estrogénica o antiestrogénica en diferentes especies, principalmente en roedores tales como
ratas hembras inmaduras y adultas ovariectomizadas. El ensayo de Hershberger es uno de los ensayos validados para determinar
disruptores endocrinos potenciales en ratas machos castradas, en el cual la accién de un agonista o un antagonista androgénico
puede ser identificada por el aumento o disminucién significativo del peso de los 6rganos y tejidos sexuales de los animales
tratados versus los controles. Los ensayos uterotréfico y de Hershberger son de facil realizacién, sensibles y reproducibles,
siendo muy utiles en la evaluacién del potencial téxico de nuevas sustancias.

ABSTRACT. Currently, there is a big concern about the deleterious effects due to the exposure to chemical substances that
produce endocrine disruption on the wild life and human beings. For the identification of endocrine disruptors, different inter-
national organisations have proposed several batteries of in vitro and in vivo toxicological assays and bioassays. The present
work, therefore, seeks to disclose the methodology to carry out in vivo assays that allow to identify the substances that can drive
to endocrine disruption in the reproductive apparatus and that complete the condition of being validated by Organization for
Economic Cooperation and Divelopment. The uterotrophic assay has been used to evaluate in vivo estrogenic or antiestrogenic
activity in different species, mainly in rodents, like female immature and mature ovariectomized (ovx) rats. Hershberger assay
is one of those validated by the Organization for Economic Cooperation and Development to determine potential endocrine dis-
ruptors of reproductive apparatus in castrated male rats, in which the action of a potential androgenic agonist or antagonist can
be identified by significant increase or decrease in the weight of the sexual organs and tissues of treated versus control animals.
Both the uterotrophic and Hershberger assays are easy, sensitive and reproducible, being very useful for assessing the potential
toxicity of new substances.

INTRODUCCION pueden alterar la homeostasis del sistema endocrino en

Actualmente, existe gran preocupacion cientifica por
los efectos que puede causar la exposicién a un grupo de
sustancias quimicas que tienen el potencial de alterar
el funcionamiento normal del sistema endocrino en la
vida silvestre y los seres humanos. Estos agentes son
responsables de causar efectos adversos en la vida sil-
vestre y los ecosistemas, el aumento en la incidencia de
enfermedades endocrinas en humanos y en animales de
experimentacién expuestos a la influencia de sustancias
o productos quimicos ambientales.

Los disruptores endocrinos (DE) son sustancias
quimicas exégenas al organismo animal o humano
que tienen actividad hormonal o antihormonal y que,
actuando como agonistas o antagonistas hormonales,

un organismo intacto, su progenie o sus poblaciones.'?

Los DE conocidos comprenden mas de 560 sus-
tancias, incluyendo hormonas sintéticas y naturales,
sustancias vegetales, medicamentos,* pesticidas de
amplio uso,® componentes derivados de la actividad
industrial,? los vehiculos,’ productos de higiene dental®
y otros contaminantes.? Muchos de estos productos se
encuentran ampliamente difundidos en el ambiente.
Algunos son persistentes, pueden ser transportados a
largas distancias y han sido encontrados practicamente
en todas las regiones del mundo. Otros son degradados
rapidamente en el ambiente o en el interior del cuerpo
humano, pudiendo estar presentes solo por corto tiempo,
pero durante periodos criticos de desarrollo.?
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Un disruptor endocrino potencial (DEP) es una
sustancia o mezcla de sustancias exégenas que posee
propiedades que podrian causar disrupcién endocrina
en un organismo intacto, su progenie o sus poblaciones,
reservandose esta acepcién para aquellos compuestos
quimicos en que se carece de informacién sobre los
efectos en el animal intacto.?

Este trabajo pretendié divulgar la metodologia de
ensayos in vivo, validados por la Organizacién para
la Cooperacién y Desarrollo Econémico, que permite
identificar las sustancias que puedan conducir a una
disrupcién endocrina del aparato reproductor por la
importancia que presenta la correcta funcionalidad de
las hormonas sexuales en el organismo.

MECANISMOS DE DISRUPCION ENDOCRINA

Los DE son capaces de influir sobre las acciones hor-
monales a través de dos mecanismos fundamentales: a)
afectar el papel de los esteroides endégenos por interac-
ci6én directa (agonista o antagonista) con los receptores
de estrégenos y andrégenos ubicados en la membrana
o en el nacleo y b) modificar las concentraciones de las
hormonas sexuales o de sus receptores como consecuen-
cia de acciones sobre sus vias metabdlicas.*

Algunas sustancias se unen al receptor para estrégeno
y tienen actividad estrogénica, como el DDT, los ftalatos,’®
y el bisfenol A.%1° Otros, por el contrario, impiden la unién
del estradiol con su receptor por lo que son antiestrogéni-
cos, como el aldrin, el dieldrin, el endosulfan, la permetri-
na, algunas dioxinas y furanos. Otro grupo de sustancias,
se une al receptor de la testosterona impidiendo su accién
y se catalogan como antiandrogénicos. Entre ellos, se
encuentran: DDE, kepona, lindano,!! fenitrothién, linu-
rén, permetrina, vinclozolin, algunos ftalatos y bifenilos
policlorados. Los fungicidas del grupo de las triazinas,
triazoles,? y el fenamirol, bloquean la sintesis de estradiol,
posiblemente inhibiendo la accién de la aromatasa. Los
pesticidas dieldrin, endosulfan, metiocarb y fenamirol
actlan como agonistas estrogénicos y antagonistas an-
drogénicos. El clorpirifos, al igual que la deltametrina, el
metil-tolclofos y el metil-tribenurén inducen débilmente
respuesta en los ensayos de estrogenicidad.®®

Los ditiocabamatos Maneb, Mancozeb y Zineb inhiben
la sintesis de tiroxina y hay evidencias in vitro, de que pro-
ducen un aumento en la mitosis de las células de la tiroides,
por lo cual, se les considera posibles cancerigenos para
este 6rgano. Las concentraciones de T3 y T4 disminuyen
también bajo la accién de algunos organofosforados,'* car-
bamatos, piretroides y algunos bifenilos policlorados.'

Los DE pueden también causar anomalias del desarro-
llo y lareproduccién mediante alguno de los mecanismos
siguientes:*!® a) mutaciones que dan lugar a enzimas dis-
funcionales, b) biotransformacién o generacién de nuevos
compuestos xenobidticos que modifican procesos enzi-
maticos como la familia citocromo P450, la 5-a-reductasa,
las sulfotransferasas y las sulfatasas, entre otras,!%!7
¢) generacién de intermediarios o nuevas moléculas con
actividad genotodxica o antagénica enzimatica, d) genera-
cién de microambientes que modifican la susceptibilidad
a ciertos agentes téxicos o a carcinégenos medioambien-
tales y e) exposicién directa al carcinégeno ambiental o al
metabolito que generan intermediarios activos capaces
de ocasionar mutaciones en las células.

ENSAYOS PARA DETERMINAR DISRUPCION
ENDOCRINA DEL APARATO REPRODUCTOR

Organismos internacionales han propuesto diversas
baterias de pruebas toxicoldgicas y bioensayos in vitro e

in vivo para la identificacién de DE.'® Se pretende sen-
tar las bases para la estimacién de la exposicién a estas
sustancias y como objetivo adicional, que puedan ser
instrumentos de regulacién en el comercio internacional
de productos quimicos y sus derivados.?

A continuacién, se describe la metodologia de dos
ensayos in vivo que permiten identificar las sustancias
que pueden conducir a una disrupcién endocrina del
aparato reproductor.

Ensayo uterotrofico

La respuesta uterotréfica ha sido empleada para
evaluar la actividad estrogénica en diferentes especies
mamiferas, aves y principalmente en roedores. La rata
ha sido considerada la especie mas utilizada en los estu-
dios toxicolégicos y de reproduccion. En particular, las
ratas hembras inmaduras y las adultas ovariectomizadas
(ovx) se utilizan para identificar los potenciales efectos
estrogénico y antiestrogénicos in vivo de sustancias en
que se sospeche dicha accion.?0-26

Diseno experimental. Para la realizacién de este en-
sayo, se utilizan preferentemente ratas Sprague Dawley
hembras, linea en la cual se lleva a cabo la mayoria de las
pruebas de validacién de este ensayo.?*? También se han
empleado otras lineas,?*? e incluso ratones.?

Laedad de los animales en el modelo de ratas inmadu-
ras debe ser de 19 a 23 d y el peso debe estar entre 26 y 57 g
aproximadamente,?*?*? mientras que en el modelo de ratas
adultas ovariectomizadas se utilizan animales de més de
seis semanas y de peso corporal mayor de 142 g .22

Posterior al periodo de cuarentena, los animales se
distribuyen aleatoriamente en grupos experimentales,
de ocho animales por grupo, como minimo,? los que
posteriormente, se someten al procedimiento quirargico,
previamente anestesiados con tiopental o pentobarbital
sodico (40 a 60 mg/kg).>

En el modelo de ratas maduras los animales se dis-
tribuyen en cuatro grupos, a tres de los cuales se les
practica la ovariectomia bilateral. Un grupo se trata por
via oral con el vehiculo (control negativo), a otro se le
administra estradiol 30 pg/kg por via subcutanea (sc.)
(control positivo), un tercero se trata con la sustancia
a investigar, mientras al cuarto grupo se le realiza toda
la manipulacién quirdrgica, sin extirpar los ovarios, los
cuales son los controles del procedimiento quirtrgico
o falsos operados, que se tratan con el vehiculo.* A la
semana (como minimo) de la cirugia, los animales se
pesan y se tratan durante 3,7 6 14 d 232426

De acuerdo con la experiencia practica,??" la correcta
cirugia es el primer paso determinante en el éxito del
modelo experimental. La remocién de los ovarios ha de
ser cuidadosamente realizada para que la ovariectomia
sea total; pues pequenas porciones de ovario remanentes
pueden provocar, posteriormente, falsos positivos, debido
ala capacidad de generar una actividad estrogénica com-
pensatoria importante, dando al traste con el adecuado
funcionamiento del modelo experimental, de ahi, la
importancia de que sea realizado por un personal previa-
mente entrenado en este procedimiento quirargico.

Estos esquemas de tratamiento estan en funcién del
ciclo estral de las ratas (4 a5 d), por lo que un tratamiento
de tres dias comprende el tiempo de respuesta de los
estréogenos endégenos producidos en el animal intacto,?
mientras un tratamiento por 14 d abarca un periodo de
tres ciclos estrales.?

El modelo de ratas inmaduras utiliza el mismo ntiime-
ro de grupos experimentales y se inicia el tratamiento
una vez al dia durante tres dias, sin que se realice la
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ovarectomia.??242627.29 En ambos modelos, pasadas 24 h
del altimo tratamiento los animales se pesan, se aneste-
sian y se desangran hasta morir. Se realiza la diseccién
del Gtero,?% el cual se pesa en estado himedo en balanza
analitica para calcular la relacién entre su peso y el peso
corporal.?*?6 Los tteros se fijan en formaldehido 10 %
estabilizado y los cortes se colorean con hematoxilina y
eosina para el analisis histopatolégico.??%

La remocién del Gtero constituye, sin lugar a dudas,
el segundo de los momentos criticos de este ensayo. Su
diseccién ha de realizarse con mucho cuidado y también
por personal entrenado en esta técnica, de modo tal que
exista una homogeneidad en la eliminacién de los tejidos
adyacentes y la separacion del ttero del resto del sistema
reproductivo, siempre a nivel del cuello uterino. Espe-
cial importancia reviste este momento, determinante
segun la experiencia de los autores en el ensayo, pues
una inadecuada escisiéon puede provocar la eliminacién
del liquido contenido en el lumen uterino como conse-
cuencia del proceso edematoso resultante de la accién
estrogénica y por tanto, su ocurrencia distorsionaria la
cuantificacién del efecto observado.

La deteccién de hiperplasia endometrial (HE) se rea-
liza en todos los animales.?*? Y la frecuencia de casos
con HE en los grupos tratados y el control se compara
con la prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher. La
ganancia en peso corporal y del peso relativo y absoluto
del Gitero en animales tratados y controles se comparan
con un andlisis de varianza (ANOVA).24

La respuesta uterina a agonistas estrogénicos se
manifiesta por un incremento del peso de este érgano
debido a una combinacién de imbibicién de agua en el
tejido e hipertrofia uterina mediada por la interaccién
de estrégenos con elevada afinidad con los receptores
del tejido uterino.

En resumen, la accién de un agonista estrogénico
puede ser identificada por el aumento significativo del
peso uterino relativo o absoluto en los animales trata-
dos respecto a los controles, mientras los antagonistas
estrogénicos previenen o reducen el aumento del peso
del Gtero cuando es inducido por un agonista.?

Ensayo de Hershberger

El ensayo de Hershberger es un método in vivo para
la determinacién de disruptores endocrinos potenciales
en machos que ha sido validado por la Organizacién para
la Cooperacién y Desarrollo Econémico y que resulta de
facil reproducibilidad.?-30-31

Diseno experimental. Se emplean ratas machos
jovenes de 6 semanas de edad, las cuales, después del
periodo de cuarentena o readaptacién son castradas.?303!
Después de ocho dias de recuperacion, las ratas se dis-
tribuyen aleatoriamente en grupos experimentales (seis
ratas por grupo).?*3%3 Un grupo control negativo se trata
con el vehiculo, un control positivo se trata con propionato
de testosterona (PT) (0,2 6 0,4 mg/kg) (control positivo),
otro grupo se tratan con la sustancia de ensayo, otro con
la sustancia de ensayo + PT y finalmente, otro grupo
(si el investigador lo considera necesario) se administra
con PT y un antagonista androgénico que puede ser la
flutamida,?*?? el vinclozolin (VCZ),el 2,2-bis(4-clorofenil)-
1,1-dicloroetileno (p,p "-DDE),?! o el Finasteride.?

Los animales deben ser administrados diariamente
por 10 d, aproximadamente a la misma hora.?' Después
de 24 h del ultimo tratamiento, los animales se pesan y
sacrifican por métodos eutanasicos y posteriormente, se
desangran. Durante la necropsia se extraen y pesan los
tejidos siguientes: glandulas de Cowper, musculo bulbo

cavernoso elevador del ano (BC/EA), vesiculas seminales,
préstata ventral y glandulas prepuciales, estos cinco 6r-
ganos y tejidos sexuales secundarios son los indicadores
de la accién androgénica. Ademas, se pesan los érganos
siguientes: higado, rifiones y glandulas adrenales.?’3! Eg
muy importante realizar la diseccién del tejido adiposo
de los tejidos extraidos de forma cuidadosa y uniforme
en todas las muestras.®! Se calcula la relacion entre el
peso de los tejidos y el corporal.

El grupo de trabajo de los autores ha utilizado este
ensayo en dos ocasiones (trabajos aiin no publicados),
previo entrenamiento en la ubicacién y diseccién de cada
uno de los érganos y tejidos diana de este modelo y se
ha comprobado sin lugar a dudas, que el entrenamiento
previo es primordial para la obtencién de resultados
confiables. Asimismo, sobre la base de la experiencia
practica, se sugiere que sea realizado por un equipo de
dos o tres integrantes, en el que cada cual se especiali-
ce en la extraccién de determinados érganos y tejidos
en particular, con lo que se logra disminuir el tiempo
de la autopsia y a su vez, resulta vital para evitar la
desecacién de érganos y tejidos, lo cual introduciria
distorsion de los resultados y ademas una muy impor-
tante falta de homogeneidad en la diseccién de cada
oérgano y tejido a estudiar, de particular importancia en
el caso de las vesiculas seminales, la préstata ventral y
el musculo bulbo cavernoso elevador del ano, quienes
exigen una experticia mayor que el resto para una
adecuada extraccion.

El ensayo Hershberger (10 d) resulta fiable para
evaluar las concentraciones de hormonas tiroideas
como la tiroxina (T4), triyodotironina, (T3) y la hormona
estimulante de la tiroides (T'SH), y también de la foliculo
estimulante (FSH) y testosterona (T) en ratas castradas
tratadas con propionato de testosterona (PT). Para ello,
se emplean los moduladores tiroideos siguientes: un
inhibidor de la tiroperoxidasa, propiltiouracilo (PTU), y
dos inductores que refuerzan la accién de las hormonas
tiroideas, fenobarbital (PB) y 2,2-bis(4-clorofenil)-1,1-
dicloroetileno (p,p’-DDE).33-%

Larespuesta de las glandulas de Cowper, BC/EA, vesi-
culas seminales, prostata ventral y glAindulas prepuciales
a los agonistas androgénicos se traduce en un aumento
de su peso debido a la interaccién de andrégenos con
elevada afinidad con los receptores que presentan. Sin
embargo, el musculo bulbocavernoso elevador del ano
responde a la presencia de andrégenos diferente al res-
to de los 6rganos y tejidos debido a que él carece de la
enzima ba-reductasa, a diferencia de los otros tejidos.?
Por tanto, la accién de un agonista androgénico puede
ser identificada por el aumento significativo del peso de
estos 6rganos y tejidos en los animales tratados respecto
a los controles, mientras los antagonistas androgénicos
se identifican por prevenir o reducir el aumento del peso
de estos érganos y tejidos cuando son administrados
simultdneamente un agonista y un antagonista.?*-3!

CONCLUSIONES

El ensayo uterotréfico resulta de mucha utilidad para
determinar si una sustancia presenta la capacidad de al-
terar la funcionalidad hormonal del aparato reproductor
femenino, cuantificado a través de una variacién en el
peso del utero. Mientras que el ensayo de Hershberger
resulta también de igual interés, pero en el caso del
aparato reproductor masculino y su expresién se mide
mediante la variacién del peso de: la préstata, las vesicu-
las seminales, las glandulas de Cowper, el musculo bulbo
cavernoso retractor del ano y las glandulas prepuciales.
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Ambos son ensayos de facil realizacién, sensibilidad y
reproducibilidad, asi como econémicamente factibles,
por lo que son de gran utilidad dentro de la bateria de en-
sayos toxicolégicos de rutina a realizar en la evaluacién
toxicolégica de nuevas sustancias, maxime en aquellas
que por sumodo de accién pudieran provocar disrupcién
endocrina del aparato reproductor.
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