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Di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) is extensively u s e d  in 
t h e  m a n u f a c t u r e  o f  f l e x i b l e  p l a s t i c s .  I t  h a s  b e e n  
w i d e l y  d i s t r i b u t e d  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  a n d  i t s  p o t e n t i a l  
h e a l t h  h a z a r d s  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  r e v i e w e d  ( P e a k a l l  
1 9 7 5 ;  T o m i t a  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  Thomas  a n d  T h o m a s ,  1 9 8 4 ;  
P o l l a c k  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  R e c e n t  i n t e r e s t  i n  DEBP t o x i c i t y  
h a s  f o c u s e d  o n  t h e  m a l e  g o n a d s  ( C u r t o  a n d  Thomas  1 9 8 2 ) .  
DEHP i s  known  t o  p r o d u c e  t e s t i c u l a r  a t r o p h y  a n d  
a n t i f e r t i l i t y  e f f e c t s  i n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  ( G r a y  a n d  
B u t t e r w o r t h ,  1 9 8 0 ;  A u t i a n  1 9 8 2 ;  G a n g o l l i  1 9 8 2 ;  F u k u c k a  
e t  a l .  1 9 8 9 ) .  M o r p h o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  
h a v e  r e v e a l e d  t h a t  DEHP d a m a g e s  s e m i n i f e r o u s  t u b u l e s ,  
reduces the epididymal sperm count and alters the 
activity of testicular enzymes sorbitol dehydrogenase 
(SDH), lactate dehydrogenase (LDH), Y-glutamyl 
transpeptidase,~-glucuronidase and acid phosphatase, 
related to specific events of spermatogenesis (Parmar 
et ai.1986). Alterations in the serum gonadotropins, 
testosterone levels and testicular zinc and 
testosterone contents have also been reported in DEHP 
induced toxicity (Foster 1980; Oishi and Hiraga 1980). 
The reduced epididymal sperm count may not be the only 
factor responsible for reported antifertility effects 
of DEHP, because other factors such as sperm movement 
would also affect the fertility. It is also possible 
t h a t  t h e  b i o c h e m i c a l  a n d  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  
o c c u r r i n g  i n  t h e  s p e r m a t o z o a  a s  a r e s u l t  o f  e x p o s u r e  t o  
DEHP may a f f e c t  t h e i r  f e r t i l i z i n g  c a p a c i t y .  The  p r e s e n t  
s t u d y  was  u n d e r t a k e n  t o  e v a l u a t e  t h e  e f f e c t  o f  DEHP o n  
t h e  a c t i v i t y  o f  c e r t a i n  e n e r g y - l i n k e d  e n z y m e s  i n  r a t  
s p e r m a t o z o a  a s  l i t t l e  i s  known  a b o u t  t h e  i n f l u e n c e  o f  
DEHP o n  s p e r m  e n e r g y - m e t a b o l i s m . .  

Send reprint requests to Dr. S.P. Srivastava at the 
above address. 
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MATERIALS AND METHODS 

M a l e  a l b i n o  r a t s  ( 1 5 0 - 2 0 0  g )  f r o m  t h e  I n d u s t r i a l  
T o x i c o l o g y  R e s e a r c h  C e n t r e  a n i m a l  b r e e d i n g  c o l o n y  w e r e  
h o u s e d  i n  t h r e e  g r o u p s  o f  s i x  a n i m a l s  e a c h  a n d  w e r e  
g i v e n  a c o m m e r c i a l  p e l l e t  d i e t  ( H i n d u s t a n  L e v e r ,  
B o m b a y )  a n d  w a t e r  a d  l i b i t u m  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  
DEHP d i s s o l v e d  i n  g r o u n d n u t  o i l  w a s  a d m i n i s t e r e d  o r a l l y  
w i t h  t h e  h e l p  o f  a f e e d i n g  c a n n u l a  a t  a d o s e  o f  5 0 0  o r  
1 0 0 0  m g / k g  b o d y  w e i g h t  p e r  d a y  f o r  15 d a y s .  T h e  c o n t r o l  
a n i m a l s  w e r e  g i v e n  a n  e q u i v a l e n t  a m o u n t  o f  g r o u n d n u t  
o i l  i n  a n  i d e n t i c a l  m a n n e r .  T h e  a n i m a l s  w e r e  s a c r i f i c e d  
b y  c e r v i c a l  d e c a p i t a t i o n  24 h r s  a f t e r  t h e  l a s t  d o s e .  
T h e  e p i d i d y m i s  w a s  r e m o v e d  p r o m p t l y  a n d  w e i g h e d .  

S p e r m a t o z o a  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  e p i d i d y m i s  a c c o r d i n g  
t o  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  B r o o k s  ( 1 9 7 6 ) .  A p o r t i o n  o f  
t h e  s p e r m a t o z o a l  s u s p e n s i o n  w a s  d i l u t e d  10 t i m e s  w i t h  
2% f o r m a l i n  a n d  s p e r m  w e r e  c o u n t e d  b y  t h e  m e t h o d  
d e s c r i b e d  b y  F r e u n d  a n d  C a r o l  ( 1 9 6 5 ) .  T h e  r e m a i n i n g  
s p e r m a t o z o a l  s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  8 0 0  g f o r  10 
m i n .  T h e  s e d i m e n t e d  s p e r m a t o z o a  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  
0 . 2 5  M s u c r o s e ,  s o n i c a t e d  a n d  u s e d  f o r  a s s a y  o f  
e n z y m e s .  T h e  a c t i v i t y  o f  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( L D H ) ,  
s o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  ( S D H )  a n d  a l d o s e  r e d u c t a s e  
(ALRD)  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  e a r l i e r  
b y  S r i v a s t a v a  e t  a l .  ( 1 9 8 9 )  a n d  T a n i m o t o  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  
r e s p e c t i v e l y .  P r o t e i n  w a s  e s t i m a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  
m e t h o d  o f  L o w r y  e t  a l .  ( 1 9 5 1 )  u s i n g  b o v i n e  s e r u m  a l b u -  
m i n  ( S i g m a  C h e m i c a l  C o . , S t . L o u i s , M O , U S A ) a s  t h e  s t a n d a r d  

RESULTS AND DISCUSSION 

T h e r e  w e r e  n o  d e a t h s  o r  s i g n s  o f  o v e r t  t o x i c i t y  i n  DEHP 
e x p o s e d  r a t s .  T h e  e x p o s u r e  t o  DEHP s i g n i f i c a n t l y  
d e c r e a s e d  t h e  a b s o l u t e  a n d  r e l a t i v e  w e i g h t  o f  
e p i d i d y m i s  o n l y  a t  h i g h e r  d o s e  t e s t e d  ( T a b l e  I ) .  
A d m i n i s t r a t i o n  o f  DEHP w a s  f o u n d  t o  r e d u c e  t h e  s p e r m  
c o u n t  a t  b o t h  t h e  d o s e  l e v e l s  s t u d i e d  ( T a b l e  1 ) .  T h e  
e f f e c t  o f  DEHP o n  t h e  a c t i v i t y  o f  LDH, SDH a n d  ALRD i s  
s h o w n  i n  T a b l e  2 .  T h e  a c t i v i t y  o f  LDH w a s  i n c r e a s e d  
s i g n i f i c a n t l y  w h i l e  t h a t  o f  SDH a n d  ALRD d e c r e a s e d  i n  
a n i m a l s  e x p o s e d  t o  1 0 0 0  m g / k g  DEHP o n l y .  

C o n s i s t a n t  w i t h  o u r  p r e v i o u s  r e p o r t ,  t h e  p r e s e n t  s t u d y  
s h o w e d  a d e c r e a s e  i n  e p i d i d y m a l  s p e r m  c o u n t  i n  a d o s e  
d e p e n d e n t  m a n n e r .  T h i s  m a y  b e  d u e  t o  t h e  e f f e c t  o f  
DEHP o n  v a r i o u s  m o r p h o l o g i c a l  a n d  ' b i o c h e m i c a l  e v e n t s  
r e l a t e d  t o  s p e r m a t o g e n e s i s  ( P a r m a r  e t  a l .  1 9 8 6 ) .  T h e  
d e c r e a s e  i n  e p i d i d y m a l  w e i g h t  o b s e r v e d  may  h a v e  b e e n  
d u e  t o  r e d u c e d  n u m b e r  o f  s p e r m .  

T h e  e n e r g y  r e q u i r e m e n t s  o f  t h e  s p e r m a t o z o a  f o r  t h e  
m e t a b o l i c  r e a c t i o n s  a r e  m e t  b y  t h e  r e v e r s i b l e  o x i d a t i o n  
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a n d  r e d u c t i o n  r e a c t i o n s  c a t a l y z e d  by  d e h y d r o g e n a s e s  
( B i s h o p ,  1 9 6 8 ) .  F r u c t o s e  b e i n g  t h e  c h i e f  e n e r g y  
s o u r c e  f o r  s p e r m a t o z o a  (Mann,  1 9 6 4 ) ,  i t s  d e c r e a s e d  
p r o d u c t i o n  o r  a l t e r e d  o x i d a t i o n  w o u l d  a f f e c t  t h e  
b i o e n e r g e t i c s  o f  s p e r m a t o z o a .  ALRD c a t a l y s e s  t h e  
c o n v e r s i o n  o f  g l u c o s e  t o  s o r b i t o l  a n d  SDH c a t a l y s e s  
t h e  c o n v e r s i o n  o f  s o r b i t o l  t o  f r u c t o s e  w h i c h  i s  
s u b s e q u e n t l y  o x i d i z e d  t h r o u g h  t h e  g l y c o l y t i c  p a t h w a y .  A 
d e c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  ALRD a n d  SDH, a s  o b s e r v e d  
i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  m i g h t  l e a d  t o  r e d u c e d  p r o d u c t i o n  
o f  f r u c t o s e .  An a c c o m p a n y i n g  i n c r e a s e  i n  LDH a c t i v i t y  
w o u l d  t h e r e f o r e  e n h a n c e  t h e  r a t e  o f  o x i d a t i o n  o f  t h e  
a l r e a d y  d e p l e t e d  f r u c t o s e  r e s e r v e s  t h e r e b y  p r o m o t i n g  
t h e  g e n e r a t i o n  o f  n o n v i a b l e ,  p o o r l y  m o t i l e  s p e r m a t o z o a  
(Mann,  1 9 6 4 ;  B i s h o p ,  1 9 6 8 ) .  

The c u r r e n t  i n v e s t i g a t i o n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  DEHP o r  i t s  
m e t a b o l i t e s  may i n t e r f e r e  w i t h  b i o e n e r g e t i c s  o f  
s p e r m a t o z o a  o f  r a t .  F u r t h e r  r e s e a r c h  i s  n e e d e d  t o  show 
a r e l a t i o n s h i p  w i t h  d e c r e a s e d  s p e r m  f u n c t i o n .  

A c k n o w l e d g m e n t s .  A u t h o r s  t h a n k  Dr .  P . K .  R a y ,  
D i r e c t o r ,  I n d u s t r i a l  T o x i c o l o g y  R e s e a r c h  C e n t r e ,  
L u c k n o w ,  f o r  t h e  k e e n  i n t e r e s t  he  t o o k  i n  t h i s  s t u d y .  
T h i s  w o r k  i s  s u p p o r t e d  by  CST, U . P .  A u t h o r s  a r e  a l s o  
t h a n k f u l  t o  Mr. Umesh P r a s a d  f o r  C o m p u t e r  A s s i s t a n c e .  

REFERENCES 

A u t i a n  J ( 1 9 8 2 )  A n t i f e r t i l i t y  e f f e c t s  a n d  d o m i n a n t  
l e t h a l  assays f o r  m u t a g e n i c  e f f e c t s  o f  DEHP. 
E n v i r o n  H l t h  P e r s p e c t  4 5 :  1 1 5 - 1 1 8  

B i s h o p  DW ( 1 9 6 8 )  S o r b i t o l  d e h y d r o g e n a s e  i n  r e l a t i o n  t o  
s p e r m a t o g e n e s i s  a n d  f e r t i l i t y .  J R e p r o d  F e r t i l  17:  
4 1 0 - 4 1 1  

B r o o k s  DE ( 1 9 7 6 )  A c t i v i t y  a n d  a d r o g e n i c  c o n t r o l  o f  
g l y c o l y t i c  e n z y m e s  i n  t h e  e p i d i d y m i s  a n d  e p i d i d y m a l  
s p e r m a t o z o a  o f  t h e  r a t .  B i o c h e m  J 1 5 6 :  5 2 7 - 5 3 7  

C u r t o  KA, Thomas  JA ( 1 9 8 2 )  C o m p a r a t i v e  e f f e c t s  o f  
d i e t h y l h e x y l  p h t h a l a t e  o r  m o n o e t h y l h e x y l  p h t h a l a t e  
on  m a l e  m o u s e  a n d  r a t s  r e p r o d u c t i v e  o r g a n s .  T o x o i c l  
h p p l  P h a r m a c o l  6 2 :  1 2 1 - 1 2 5  

F o s t e r  PMD, Thomas  LV, Cook  MW, G a n g o l l i  SD ( 1 9 8 0 )  
S t u d y  o f  t e s t i c u l a r  e f f e c t s  a n d  c h a n g e s  i n  Zn 
e x c r e t i o n  p r o d u c e d  by  some n - a l k y l  p h t h a l a t e s  i n  t h e  
r a t .  T o x i c o l  Appl  P h a r m a c o l  5 4 :  3 9 2 - 3 9 8  

F r e u n d  M, C a r o l  B ( 1 9 6 5 )  F a c t o r s  a f f e c t i n g  
h a e m o c y t o m e t e r  c o u n t s  o f  s p e r m  c o n c e n t r a t i o n  i n  
human  s e m e n .  J R e p r o d  F e r t i l  8 :  1 4 9 - 1 5 5  

F u k u c k a  M, T a n i m o t o  T, Zheu  Y, K a w a s a k i  N, T a n a k a  A, 
I k e m o t o  I ,  M a c h i d a  T ( 1 9 8 9 )  M e c h a n i s m  o f  t e s t i c u l a r  
a t r o p h y  i n d u c e d  by  d i - n - b u t y l  p h t h a l a t e  i n  r a t s .  
P a r t  I J Appl  T x i c o l  9 :  2 7 7 - 2 8 3  

118 



G a n g o l l i  SD ( 1 9 8 2 )  T e s t i c u l a r  e f f e c t s  o f  p h t h a l a t e  
e s t e r s .  E n v i r o n  H e a l t h  P e r s p e c t  4 5 :  7 7 - 8 4  

G r a y  TJB ,  B u t t e r w o t h  KR ( 1 9 8 0 )  T e s t i c u l a r  a t r o p h y  
p r o d u c e d  by  p h t h a l a t e  e s t e r s .  A r c h  T o x i c o l  S u p p l  4 :  
4 5 2 - 4 5 5  

L o w r y  OH, R o s e b r o u g h  NJ,  F a r r  AL, R a n d o l l  RJ ( 1 9 5 1 )  
P r o t e i n  m e a s u r e m e n t s  w i t h  t h e  f o l i n  p h e n o l  r e a g e n t .  
J B i o l  Chem 193 :  2 6 5 - 2 7 5  

Mann T ( 1 9 6 4 )  The b i o c h e m i s t r y  o f  s e m e n  a n d  o f  t h e  
m a l e  r e p r o d u c t i v e  t r a c t .  M e t h u e n  & Co. L t d . , L o n d o n .  

O i s h i  S, H i r a g a  K ( 1 9 8 0 )  T e s t i c u l a r  a t r o p h y  i n d u c e d  by  
p h t h a l i c  a c i d  e s t e r s .  E f f e c t  on  t e s t o s t e r o n e  a n d  Zn 
c o n c e n t r a t i o n s .  T o x i c o l  Appl  P h a r m a c o l  53 :  3 5 - 4 1  

P a r m a r  D, S r i v a s t a v a  SP,  S e t h  PK ( 1 9 8 6 )  E f f e c t  o f  d i ( 2 -  
e t h y l h e x y l ) p h t h a l a t e  (DEHP) on  s p e r m a t o g e n e s i s  i n  
a d u l t  r a t s .  T o x i c o l o g y  4 2 : 4 7 - 5 5  

P e a k a l l  DB ( 1 9 7 5 )  P h t h a l a t e  e s t e r s :  O c c u r e n c e  a n d  
b i o l o g i c a l  e f f e c t s .  R e s i d u e  Rev  5 4 :  1 -41  

P o l l a c k  GM, B u c h a n a n  J F ,  S l a u g h t e r  RL, K o h l i  RK, S h e n  
DD ( 1 9 8 5 )  C i c r u l a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i ( 2 -  
e t h y l h e x y l )  p h t h a l a t e  a n d  i t s  d e e s t e r i f i e d  p h t h a l i c  
a c i d  p r o d u c t s  f o l l o w i n g  p l a s t i c i z e r  e x p o s u r e  i n  
p a t i e n t s  r e c e i v i n g  h e m o d i a l y s i s .  T o x i c o l  Appl  
P h a r m a c o l  79 :  2 5 7 - 2 6 7  

S r i v a s t a v a  S, S e t h  PK, S r i v a s t a v a  SP ( 1 9 8 9 )  E f f e c t  o f  
s t y r e n e  a d m i n s i t r a t i o n  on  r a t  t e s t i s .  A r c h  T o x i c o l  
6 3 :  4 3 - 4 6  

T a n i m o t o  T, F u k u d a  H, S a t o  H, Kawamura  J ( 1 9 8 3 )  
S o r b i t o l  p a t h w a y s  i n  l e n s e s  o f  n o r m a l  a n d  d i a b e t i c  
r a b b i t s .  Chem P h a r m  B u l l  3 1 :  2 0 4 - 2 0 8  

Thomas  JA,  Thomas  MJ ( 1 9 8 4 )  B i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  d i ( 2 -  
e t h y l h e x y l ) p h t h a l a t e  a n d  o t h e r  p h t h a l i c  a c i d  
e s t e r s .  CRC C r i t  Rev  T o x i c o l  13:  2 8 3 - 3 1 7  

T o m i t a  I ,  N a k a m u r a  Y, I n u i  N ( 1 9 8 2 )  M u t a g e n i c / c a r c i n o -  
g e n i c  p o t e n t i a l  o f  DEHP a n d  MEHP. E n v i r o n  H e a l t h  
P e r s p e c t  45 :  1 1 9 - 1 2 5 .  

R e c e i v e d  J u n e  21 ;  A c c e p t e d  J u l y  5 ,  1991 

119 


