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1. RESUMEN

La investigacion actual evidencia la importancia y funcion del RNA contenido en los
espermatozoides, considerando que la fecundacion requiere un espermatozoide
funcionalmente activo y cualquier alteracion durante la espermatogénesis en el testiculo, su
maduracién en el epididimo o capacitacion en el tracto genital de la hembra puede interferir
en la fertilidad del varon. En relacion a ello, la espermatogénesis y la maduracién del
espermatozoide se encuentran regulados a nivel génico y hormonal.

Los microRNAs (miRNAs) son cadenas cortas de RNA no codificante muy abundantes en el
testiculo y en los espermatozoides, y que tienen como funciéon modular diferentes procesos
como diferenciacion, morfogénesis y sefializacion. Por ello, los disruptores endocrinos que
interfirieren en la accion de hormonas esteroidales y desregulan miRNAs, pueden alterar
estos eventos y modificar el contenido de RNA del espermatozoide, afectando su
funcionalidad durante la fecundacion o la embriogénesis. Al respecto, evidencia reciente
muestra desregulacion de miRNAs que estan implicados en la funcion de estradiol y en la
modulacion de la espermatogénesis, en el testiculo, en el semen y en espermatozoides de
hombres con infertilidad, sugiriendo una relacion entre la desregulacion de miRNAs y esta
patologia.

Los disruptores endocrinos mas comunmente presentes en el ambiente y en fluidos humanos
son los ftalatos y alquilfenoles. El efecto de estos compuestos en procesos reproductivos es
controversial, principalmente porque en los estudios no se considera que los seres humanos
estamos expuestos a mezclas de disruptores desde la embriogénesis y porque no se considera
el resultado adverso sobre el producto final de los procesos biologicos, que en la fertilidad
masculina, es el espermatozoide. Finalmente, otros ensayos indican que nonilfenol (NP), un
alquilfenol, DEHP y otros ftalatos, afectan un evento primordial para la fecundacion, como
es la reaccion acrosomica (RA) en espermatozoides de raton. Por tanto, los ftalatos y
alquilfenoles podrian afectar en forma aguda o cronica la capacidad de fecundar del
espermatozoide.

Por ello nos planteamos las siguientes hipodtesis:

“La exposicion aguda a NP y DEHP a espermatozoides de raton afecta su
capacidad fecundante”.

12
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“La exposicion cronica a una mezcla de ftalatos y alquilfenoles modifica la
capacidad de fecundacion, el perfil de RNA y los niveles de expresion de la enzima aromatasa
(Cypl9al) y del receptor nuclear de estrogeno Erf, via la desregulacion de los miRNAs que
los modulan, en espermatozoides de raton”.

En nuestra investigacion, observamos el efecto cronico de una mezcla de ftalatos y
alquilfenoles, tratando ratones desde la concepcion hasta la adultez. En los espermatozoides
de estos ratones estudiamos su funcionalidad, los cambios en el contenido de RNA, los
niveles de expresion de la principal enzima implicada en la produccion de estradiol y su
sefializacion, y de los miRNAs que los tienen como blanco. Por otro lado, evaluamos el efecto
agudo de estos toxicos con un modelo “in vitro”, espermatozoides de raton expuestos a NP y
también a DEHP en los que determinamos su efecto sobre la RA y la capacitacion. Para
ambos objetivos, usamos tres técnicas de evaluacion de la RA, fecundacion “in vitro”,
Western Blot, PCR, qPCR y RNAseq.

Nuestros resultados mostraron que los dos toxicos ambientales utilizados en este estudio (NP
y DEHP) y probablemente otros que aun no se han probado, inducen la RA y activan vias de
sefalizacion que implican a PKA, la principal quinasa que modula la capacitacion de
espermatozoide y por tanto, podrian afectar la fertilidad “in vivo” al cambiar el momento o
el sitio anatémico de la RA y de la capacitacion. En cuanto a la exposicion cronica a la mezcla
nuestros resultados seflalan que tiene un efecto obesogénico inicial e inducen una
disminucion en los niveles de testosterona plasmatica y desbalance de la razon Testosterona
/Estradiol. Por otro lado, en cuanto al espermatozoide, mostramos por primera vez que en
espermatozoides de ratones expuestos cronicamente a dosis bajas de una mezcla de ftalatos
y alquilfenoles, desde una etapa embrionaria temprana hasta la edad adulta, hay importantes
alteraciones en el RNA y particularmente una desregulacion de la expresion de miRNAs tan
relevantes en muchos tipos celulares, como lo es la familia 34/449. Adicionalmente, nuestros
resultados sugieren que la mezcla de ftalatos y alquilfenoles altera la histologia, disminuye
la expresion de aromatasa (Cypl9al), afecta el balance testosterona / estradiol y desregula
los niveles de miRNAs que tienen como blanco genes relevantes para la espermatogénesis y
ovogénesis en el testiculo y ovario de ratones expuestos. En conclusion, la exposicion aguda
de espermatozoides de raton a ftalatos y alquilfenoles, la exposicion cronica de ratones a una
mezcla de estos mismos compuestos en una dosis similar a las estimaciones que estamos
expuestos los humanos, afecta la RA, la capacitacion, produce alteraciones hormonales y
génicas, que podrian tener impacto en la fertilidad masculina.
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2. ABSTRACT

Current research shows the importance and function of the RNA contained in sperm,
considering that fertilization requires a functionally active sperm and any alteration during
spermatogenesis in the testis, its maturation in the epididymis or training in the female genital
tract can interfere with male fertility. In relation to this, spermatogenesis and sperm
maturation are regulated at the gene and hormonal level.

It is postulated that miRNAs, which are short chains of non-coding RNA highly present in
the testis and sperm, modulate the processes that generate functional sperm. Therefore,
endocrine disruptors that interfere with the action of steroidal hormones and deregulate
miRNAs, can alter these events and modify the RNA content of the sperm, affecting its
functionality during fertilization or embryogenesis. In this regard, recent evidence shows
dysregulation of miRNAs that are involved in the function of estradiol and in the modulation
of spermatogenesis, in the testicle, in semen and in spermatozoa of men with infertility,
suggesting a relationship between the dysregulation of miRNAs and this pathology.

The endocrine disruptors most commonly present in the environment and in human fluids are
phthalates and alkylphenols. The effect of these compounds on reproductive processes is
controversial, mainly because studies do not consider that humans are exposed to mixtures
of disruptors from embryogenesis and because the adverse result on the end product of
biological processes is not considered, which in male fertility, it is the sperm. Finally, other
trials indicate that nonylphenol, an alkylphenol, DEHP, and other phthalates affect a primary
event for fertilization, the acrosome reaction (AR) in mouse sperm. Therefore, phthalates and
alkylphenols can acutely or chronically affect the sperm ability to fertilize.

For this reason, we propose the following hypotheses:

"Acute exposure to NP and DEHP to mouse sperm affects their fertilizing
capacity".
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“Chronic exposure to a mixture of phthalates and alkylphenols modifies the
fertilization capacity, the RNA profile and the expression levels of the aromatase enzyme
(Cyp19al) and the nuclear estrogen receptor Erf, via the dysregulation of the miRNAs that
modulate them, in mouse sperm".

In our research, we observe the chronic effect of phthalates and alkylphenols, treating mice
to adulthood with a mixture of them. In the sperm of these mice, we studied their
functionality, the changes in RNA content, the expression levels of the main enzyme involved
in the production of estradiol Cypl9al, of a receptor involved in its Erf signaling and of the
miRNAs that have them as target. On the other hand, we evaluated the acute effect of these
toxins with one in vitro” models, mouse spermatozoa exposed to NP as well and DEHP, in
which we determined their effect on the AR and capacitation. To do this, we used three
techniques for evaluating the AR, Western Blot, PCR, qPCR and RNAseq.

Our results showed that the two environmental toxicants used in this study (NP and DEHP)
and probably others that have not yet been tested, induce AR and activate signaling pathways
that involve PKA, the main kinase that modulates sperm and sperm capacitation. therefore,
they could affect fertility “in vivo” by changing the timing or anatomical site of AR and
training. Regarding chronic exposure to the mixture, our results indicate that it has an initial
obesogenic effect and induces a decrease in plasma testosterone levels and an imbalance of
the Testosterone / Estradiol ratio. On the other hand, with regard to sperm, we show for the
first time that in sperm from mice chronically exposed to low doses of a mixture of phthalates
and alkylphenols, from an early embryonic stage to adulthood, there are important alterations
in the RNA and particularly a deregulation of the expression of miRNAs so relevant in many
cell types, such as the 34/449 family. Additionally, our results suggest that the mixture of
phthalates and alkylphenols alters the histology, decreases the expression of aromatase
(Cypl19al), affects the testosterone / estradiol balance and deregulates the levels of miRNAs
that target genes relevant to spermatogenesis and oogenesis in the testis and ovary of exposed
mice. In conclusion, the acute exposure of mouse spermatozoa to phthalates and
alkyphenoles, the chronic exposure of mouse to a mixture of these same compounds, at a
similar dose that humans exposition, affect the RA, the capacitation, produces hormonal and
genetic alterations, that can have an impact on male fertility.
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3. DEFINICION Y ABREVIATURAS

ATP: Adenosine triphosphate

Ago8: Argonaute 8

BBP: Ftalato de bencilo y butilo

BPA: Bisphenol A

[Ca*?]i: Calcio intracelular

c¢AMP: ciclic Adenosisn Mono Phosphate

CBB: Comassie Brillant Blue

c¢DNA: complementary Desoxiribonucleoid acid

CG-2: Células derivadas de linea celular germinal masculina de raton
Cyp19al: Aromatasa

DBP: Ftalato de dipentilo

DEHP: Ftalato de bis 2-etilhexilo

DEs: Disruptores Endocrinos

Dicer: Ribonucleasa miembro de la familia de RNAsas III

Dgcr8: componente del complejo microprocesador de Pri-miRNAs
DNA: Desoxiribonucleoid acid

Drosha: Ribonucleasa miembro de la familia de RNAsas 11

DsRed2: Red fluorescent protein

E2: Estradiol

Er: Estrogen receptor

Gper30: G protein coupled estrogen receptor

Erry: Estrogen related receptor gamma

Era: Estrogen receptor alpha

Erp: Estrogen receptor beta

FIV: Fecundacion “in vitro”

EGFP: Enhansed Green Fluorecent Protein

Hsd17p1: Hidroxiesteroide deshidrogenasa 171

IP: Yoduro de Propidio

Knock in: Introduccion de un cDNA en un locus particular del cromosoma de un organismo
KO: (Knock out) supresion de la expresion de un gen especifico en un organismo
Knock in de doble gen [BDF1-Tg (CAG-mtDsRed2, Acr-EGFP): Raton doble Knock in que
expresa EGFR en el acrosoma y mtDsRed2 en las mitocondrias
LOAEL: Lowel Observed Adverse Level

miRNAs: microRNAs

NP: 4-Nonilfenol

OMS: Organizacion Mundial de la Salud



OP: 4 terc-Octilfenol

P4: Progesterona

pH: Potencial de Hidrégeno

pHi: Potencial de Hidrogeno intracelular

PKA: Protein Kinasa A

PKC: Protein Kinasa C

pPKAs: Phosphorylated Protein Kinase A substrates
pYs: Phosphorylated Tyrosine substrates

qRT- PCR: Real Time Reverse Transcription Polimerasa Chain Reaction
RA: Reaccion Acrosdémica

RIA: Radio Immuno Assay

RISC: RNA Induced Silencing Complex

RNA: Ribonucleid Acid

mRNA: messenger RNA

rRNA: ribosomal RNA

RT-PCR: Revese Transcription Polimerasa Chain Reaction
SACY: Soluble Adenyl Cyclase

scRNA: single cell RNA

siRNA: small interference RNA

snoRNA: small non- coding RNA

IncRNA: long non-coding RNA

piRNA: piwi associated RNA

Pri-miRNA: Pri-microRNA

Pre-miRNA: Pre-microRNA

T: Testosterona

T/E2: Razon testosterona estradiol

tRNA: transference RNA

Tyr: Tirosina

VGCC: Voltage Gate Calcium Channel
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4. INTRODUCCION

Este afio la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 que la infertilidad es un
problema de salud mundial que afecta a millones de personas en edad de procrear en todo el
mundo. Los datos muestran que entre 48 millones de parejas y 186 millones de personas
tienen infertilidad en todo el mundo. Por lo anterior, es relevante abordar la infertilidad como
un aspecto de la realizacion del derecho de los individuos y las parejas a fundar una familia,
que cuando no se cumple tiene impactos negativos en la salud de las personas, su familia y
su comunidad[1-3]. Mas especificamente, hoy en dia, aproximadamente un 15% de las
parejas en edad reproductiva son infértiles y un 50% de los casos de infertilidad son
atribuidos a factor masculino lo que, segiin varios autores, se relaciona con un decline en la
calidad del semen[4, 5]. Por otro lado, la infertilidad masculina es multifactorial, pero el 35%
de los hombres infértiles permanece sin un diagnostico etioldgico (infertilidad masculina
idiopatica), sugiriendo la necesidad de continuar investigando las probables etiologias para
este tipo de infertilidad[6, 7]. Ademads, es importante destacar que la evidencia cientifica
muestra que la prevalencia de la infertilidad estd aumentando, en parte, por la influencia en
la salud y en la fertilidad, de héabitos o factores que caracterizan al estilo de vida actual[8, 9].
Entre los factores que impactan negativamente la salud general y reproductiva, destaca el
efecto de disruptores endocrinos (DEs), los cuales pueden alterar el desarrollo y funcion
gonadal[10]. Los DEs son quimicos contenidos en productos de uso cotidiano para el hombre
tales como plasticos, detergentes, cremas, cosméticos, pinturas, etc. La informacioén en
modelos animales muestra que los principales DEs que forman parte de los plasticos, los

ftalatos y alquilfenoles, pueden perturbar distintas etapas en el proceso de la reproduccion,
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lo que lleva a una disminucion de la fertilidad[11-13]. Sin embargo, actualmente existe
controversia sobre el real efecto de los DEs sobre la fertilidad masculina, en parte porque
los mecanismos moleculares implicados en su accidon no estan claros y porque no se ha
encontrado una relacion causal entre la exposicion a DEs e infertilidad masculina[14]. Por lo
anteriormente descrito, nos interes6 estudiar si la exposicion a DEs afecta la fertilidad
masculina, mediante uno de los mecanismos implicados en este efecto en humanos y modelos
animales. Por otro lado, existe poca evidencia sobre los efectos de los DEs sobre el producto
final de la espermatogénesis, que es el espermatozoide y sobre la posible alteracion de su
capacidad de fecundar y/o de su contenido de RNA. Dentro de los RNA que han adquirido
importancia en investigaciones recientes en relacion al espermatozoide, se encuentran los
microRNAs (miRNAs) y los transcritos que modulan procesos relacionados con la funcion
del espermatozoide[15-17]. Por ello, en esta investigacion estudiamos si la exposicion aguda
de espermatozoides a ftalatos y alquilfenoles perturba procesos implicados en la fecundacion
y si la exposicion cronica, a una mezcla de ellos, durante el desarrollo embrionario hasta la
vida adulta, modifica el perfil y contenido de RNA, la expresion de la enzima aromatasa
(Cypl19al)y del receptor nuclear de estrogeno Erf, via la desregulacion de miRNAs que los
modulan. Para ello usamos un modelo murino de exposicion aguda y cronica a DEs y
estudiamos si hay una desregulacion de procesos bioldgicos relacionados con la fecundacion
en espermatozoides de ratones tratados con ftalatos y alquilfenoles y por otro lado, si los
espermatozoides de ratones expuestos en forma crénica a una mezcla de ftalatos y
alquilfenoles presentan una modificacion del perfil y contenido de RNA, la expresion de la
enzima aromatasa (Cypl9al) y del receptor nuclear de estrogeno Erp, via la desregulacion

de miRNAs que los modulan.
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4.1. La singularidad biolégica del espermatozoide y de los procesos que lo habilitan para
fecundar.

El espermatozoide es una célula diferenciada, haploide y que cuenta con un flagelo que le
otorga una gran cabeza se encuentra el nucleo y el acrosoma (una vesicula de secrecion), en
la cola se encuentran las mitocondrias agregadas en una zona llamada pieza media, el resto
de la cola se denomina segmento principal Esta célula se puede dividir funcionalmente en
dos partes: cabeza y cola (Figura 1). La espermatogénesis es una secuencia de eventos
coordinados y regulados que concluyen con la diferenciacion de una célula germinal redonda
haploide, la espermatida, a un espermatozoide que es una célula altamente especializada,
alargada y diferenciada cuyas caracteristicas lo habilitan para transportar el genoma paterno
al ovocito[ 18, 19]. Luego de la espermatogénesis, el espermatozoide también experimenta la
maduracion post-testicular cuyo objetivo es limitar la cantidad de organelos presentes en su
citosol y la capacidad transcripcional. Posteriormente, durante el almacenamiento y transito
del espermatozoide por el epididimo, experimenta una serie de modificaciones post-
traduccionales que le confieren un gran nimero de estructuras y proteinas funcionalmente
competentes[20]. Todas estas caracteristicas morfologicas y funcionales son las que hacen

que el espermatozoide sea diferente a otras células germinales y somaticas[21].
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Figura 1. Representacion esquemadtica de la morfologia de espermatozoide de raton.

(MP: Membrana plasmatica; MAE: membrana acrosomal externa; MAI: membrana
acrosomal interna; ENR: Envoltura nuclear redundante). A, B representaciones de cortes
transversales de la cabeza del espermatozoide, y C, D y E cortes transversales de diferentes
porciones de la cola. La magnificacion entre las porciones es asimétrica.

El proceso de maduracion del espermatozoide se mantiene durante su ingreso al tracto genital
de la hembra, donde ocurre un proceso biolodgico post-traduccional muy relevante, denominado
capacitacion. La capacitacion fue descrita en 1951 por Chang y Austin, quienes paralelamente,
descubrieron que los espermatozoides contenidos en el eyaculado de mamiferos son incapaces
de fecundar al ovocito antes de pasar un periodo de tiempo en el tracto genital femenino, o bien
posterior a una incubacion “in vitro”, en un medio quimicamente definido [22-24]. El
espermatozoide debe cumplir tres hitos importantes y caracteristicos: motilidad progresiva,

motilidad hiperactivada y reaccion acrosomica (RA). En relacion a lo anterior, “in vitro” se
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han caracterizado eventos tempranos y tardios que ocurren durante la capacitacion y que son
modulados por moléculas pertenecientes a una via de sefializacion que implica a PKA (cinasa
de Ser/Thr dependiente de cAMP). Los eventos tempranos de la capacitaciéon ocurren en
segundos, cuando el espermatozoide toma contacto con el medio extracelular del tracto genital
femenino o de un medio de capacitacion “in vitro”, que contiene una mayor concentracion de
HCO3, Ca™?y albumina que el medio extracelular del epididimo[25]. Dentro de los eventos
tempranos estan la adquisicion de la motilidad progresiva y la activacion de PKA estimulada
por el aumento de cAMP[26, 27]. El cAMP es producido por la accion de la enzima adenilato
ciclasa soluble (SACY), que es activada por HCO™ y Ca*?, a diferencia de la enzima adenilato
ciclasa unida a membrana, presente en otros tipos celulares[28]. La activacion de PKA es
crucial, ya que fosforila sus proteinas diana en Ser/Thr y se desencadenan multiples vias de
sefializacion permitiendo el progreso de la capacitacion[25]. El comienzo de los eventos tardios
depende de la remocion del colesterol de la membrana plasmatica donde la albumina juega un
rol como aceptor de colesterol. Dentro de estos eventos, se encuentran la fosforilacion de
proteinas en residuos de tirosina (Tyr), que generalmente, se encuentran en el flagelo[29, 30].
La fosforilacién en Tyr requiere periodos de incubacion de horas y es crucial, porque de no
ocurrir, el espermatozoide no experimenta la RA y no puede fecundar[25, 31]. La fosforilacion
en Tyr también depende de la activacion de PKA, de la albumina sérica, HCO™® y Ca*?. La
motilidad hiperactivada del espermatozoide es otro evento muy relevante y tardio condicionado
por la alcalinizacion del pH intracelular (pH;) y del aumento del Ca?* intracelular [Ca™?]; en el
espermatozoide. La hiperactivacion es necesaria para que el espermatozoide llegue al oviducto,
alcance al ovocito y ocurra paralelamente al desarrollo de la capacidad de experimentar la RA

[25, 32], (Figura 2).
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Figura 2. Los eventos tempranos y tardios de la capacitacion del espermatozoide.

Durante la capacitacion los componentes de la membrana plasmaética se reorganizan, generando
mayor fluidez y capacidad de fusionarse para permitir la RA (Figura 2) [33]. La RA es un
evento de exocitosis, secuencial y dependiente de Ca*?, que puede ser inducido por agentes
fisiologicos como la progesterona (P4), ATP y/o glicoproteinas de la zona peltcida del ovocito,
entre otros[34, 35]. La capacidad del espermatozoide de experimentar la RA en respuesta a un
inductor, determina su competencia para fecundar al ovocito y pone fin a la capacitacion [36].
La RA implica multiples puntos de fusion entre la membrana acrosdmica externa y la
membrana plasmatica adyacente del espermatozoide (Figura 3). Esta fusioén resulta en la
generacion de poros que permiten la salida de las proteasas contenidas en el acrosoma,
permitiendo al espermatozoide penetrar la zona pelicida [37]. El acrosoma contiene
componentes solubles y una matriz proteica compuesta por proteasas glicosiladas y varias

proteinas de adhesion que interactiian entre si. El pHi acrosomal es acido, manteniendo las
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proteasas en estado inactivo y se alcaliniza durante la capacitacion y RA, provocando la
descondensacion de la matriz y la liberacion del contenido acrosomal. El medio extracelular en
que se encuentra el espermatozoide, “in vivo” o “in vitro”, puede influenciar la ocurrencia de
la RA y la liberacién de sus componentes[38, 39]. En relacion a lo anterior, en el oviducto [40]
durante la ovulacion, la P4 es sintetizada activamente por las células de la granulosa que
conforman el cimulo o6foro y es capaz de inducir la RA mediante una via no gendémica que
favorece el ingreso de Ca™?, a través de canales de Ca'? atin no bien identificados. De la misma
manera se ha postulado que el ATP extracelular presente en el oviducto pudiese cumplir una
funcion parecida[41]. Al respecto, se sabe que, en espermatozoides humanos la P4 activa a los
canales de calcio especificos del espermatozoide (CatSper), que estan implicados en la

hiperactivacion del espermatozoide, pero su relacion directa con la RA no esta clara[42-44].

Figura 3. Representacion esquemdtica de acrosoma y la progresion de la RA en raton.

(MP: Membrana plasmatica; MAE: membrana acrosomal externa; MAI: membrana acrosomal interna).
En la medida que progresa la reaccion acrosomica, la MAE y la MP se vesiculan y liberan el contenido
enzimatico del interior del acrosoma.
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El mecanismo molecular implicado en el efecto de P4 en la RA del espermatozoide de raton no
se conoce claramente, pero participan de canales de calcio dependientes de voltaje (VOCC)
presentes en la membrana plasmatica de la porcion acrosomal[45, 46] Esta establecido que P4
induce la RA, pero la informacion sobre el efecto de estrogenos (E2) en este evento, es
contradictoria y sugieren que inhibe la RA[47-49]. En relacion a toxicos ambientales
quimicamente similares a estrogeno, como son los ftalatos y alquilfenoles, cuya accion esta
determinada porque principalmente interactuan con los receptores de estrogeno (Er) cabe
mencionar que con la escasa evidencia que existe se ha propuesto que estimulan la capacitacion
y RA via activacion de los Er GPER30, Erf o por proteinas de asociacion a estrogeno, que han
sido detectadas en espermatozoides maduros[50-52]. Las investigaciones recientes sugieren
que los DEs también pueden activar a los CatSper induciendo un aumento del [Ca*’];
desencadenado la RA[53, 54]. Por otro lado, se ha sugerido la implicancia de la PKA en la RA
del espermatozoide de mamifero, ya que la activacion de SACY y la generacion de cAMP
incrementan durante la RA e inhibidores de PKA suprimen este proceso[55]. Dada la
informacion que muestra que los DEs estan presentes en diferentes tejidos y fluidos humanos,
dentro de los cuales se encuentra el plasma seminal, el semen y el fluido folicular y la placenta,
es relevante preguntarse el efecto agudo que pueden tener estos compuestos en proceso

bioldgicos tan finamente modulados, como la capacitacion que implica la activacion de PKA,

la induccion de la RA y la fosforilacion de sustratos en Ser/Thr y de sustratos en Tyr [56-60].
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4.2. El paradigma del espermatozoide y su RNA.

La organizacion de la cromatina del espermatozoide difiere significativamente al de las células
somaticas, en las que la cromatina se empaqueta en nucleosomas que contienen 146 pb de DNA

envuelto alrededor de un octdmero de proteinas basicas llamadas histonas[61].

En los espermatozoides de mamiferos, la cromatina estd organizada en una estructura muy
compacta, descrita como un "bucle de rosquilla" o "toroide" en el que el DNA se envuelve atin
mas alrededor de proteinas basicas mas pequenas, llamadas protaminas. Como resultado, el
nucleo del espermatozoide es aproximadamente siete veces mas pequefio, que el de una célula
somatica en interfase[62]. La mayoria de las histonas son reemplazadas por protaminas, pero

algunas persisten en el espermatozoide maduro[63] .

Hasta hace poco, la existencia de restos de histonas en el espermatozoide maduro se consideraba
como el resultado de un proceso de reemplazo ineficiente. En relacion con lo anterior,
actualmente esta bastante claro para la comunidad cientifica, que las histonas que permanecen
en el espermatozoide contribuyen a la entrega de informacion paterna al ovocito y al embrion
en desarrollo[63]. Sin embargo, aun persiste el debate sobre la ubicacion gendmica de esas
histonas[64]. Por ello y en base a toda la informacion reciente sobre la funcion de las histonas
del espermatozoide, en la actualidad estd en revision el concepto que hasta hace poco era
incuestionable que planteaba que el espermatozoide solo transmite su DNA y cromatina al
ovocito y embrion, dado que actualmente se reconoce que ademds, hay varias marcas

epigenéticas en el DNA, asociadas proteinas de la cromatina que contienen una compleja gama
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de RNA (tanto codificantes como no codificantes) presentes en el espermatozoide[65].

A partir de los descubrimientos sobre las histonas y las caracteristicas de la cromatina ya
descritas, comenzd el estudio sobre la importancia y funcion de los RNA presentes en el
espermatozoide, principalmente a partir del exhaustivo trabajo realizado por Stephen Krawetz
y sus colegas, quienes descubrieron que muchas especies de RNAs estan presentes en el
espermatozoide de los mamiferos y que se pueden entregar al ovocito tras la fecundacion [66-
68]. Posteriormente, esta informacion se ve robustecida por la investigacion realizada en el
laboratorio de Minoo Rassoulzadegan que mostrd6 que el inyectar RNA extraido de
espermatozoide o de tejido somatico de ratones transgénicos (e incluso RNAs sintetizados) en
cigotos control, puede tener efectos profundos en el desarrollo de la descendencia y transferir
fenotipos complejos a través de generaciones posteriores [69, 70]. Posteriormente y en forma
simultanea, diferentes laboratorios identificaron que el contenido de RNA del espermatozoide
se puede modificar, en respuesta a experiencias durante la vida[71, 72]. Especificamente, se
demostr6 que experiencias tempranas traumadticamente estresantes inducen cambios
metabdlicos y del comportamiento en ratones, que podrian transmitirse a través de los RNAs
contenidos en los espermatozoides a la descendencia. En los pocos afios transcurridos desde
entonces, otros laboratorios han informado hallazgos similares en estudios centrados también
en factores causantes de estrés, tales como dieta, toxicos medioambientales y han comenzado
a centrarse en RNAs especificos, en particular, miRNAs, como portadores de informacion
especifica[17, 73-76]. Solo recientemente, los tRNAs fragmentados y sus modificaciones
también se han sugerido como portadores de informacion trans generacional[77], y se esta
acumulando rapidamente informacion reciente que muestra que diversos desafios ambientales

inducen cambios en la carga de RNA de los espermatozoides[65, 78]. Los estudios
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epidemiologicos de exposicion a ftalatos y alquilfenoles en adultos y el analisis del semen,
sugieren que algunos ftalatos y alquilfenoles estan asociados con morfologia anormal de los
espermatozoides[79], disminucion de la concentracion de espermatozoides[80] estrés oxidativo
y metilacion del DNA[81]. Entre las parejas que se someten a FIV, las concentraciones de
ftalatos urinarios en la pareja masculina se correlacionan inversamente con blastocistos de alta
calidad, lo que sugiere un efecto masculino. Hasta hoy, el impacto intergeneracional de la
exposicion a ftalatos y alquilfenoles sigue siendo desconocido y la cantidad de estudios con
modelos intergeneracionales murinos es limitado, por lo que se justifica la investigacion sobre
la exposicion cronica a DEs porque simulan y reflejan certeramente el tipo de contaminacion a

la que los humanos hemos estado expuestos por décadas[82].

Finalmente, los datos en humanos sugieren que las experiencias paternas pueden tener
consecuencias fenotipicas en la descendencia y se sospecha que el efecto intergeneracional esta
mediado por mecanismos epigenéticos, en parte por el RNA y/o la cromatina y sus

modificaciones transferidas por el espermatozoide en la fecundacioén[65].

4.3. El rol de estradiol en la reproduccion masculina, la funcion testicular y en el
espermatozoide.

Durante décadas los estrogenos han sido considerados hormonas femeninas. Sin embargo, la

presencia del estrogeno en los hombres, se conoce desde hace mas de 90 afnos[83].
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Desde un punto de vista historico, los estudios iniciales sugirieron que el estrogeno era
perjudicial para la reproduccion masculina, porque los tratamientos en modelos animales, con
estrogenos exogenos indujeron anomalias del desarrollo reproductivo de machos expuestos[84,

85].

Las primeras etapas de la esteroidogénesis se llevan a cabo en las células de Leydig. La
esteroidogénesis en humanos se inicia durante la 8 semana de gestacion y en roedores alrededor
del dia 12 post-coito. Sin embargo, la sintesis de estrogenos en los testiculos, las altas
concentraciones de 17B-estradiol (E2) en el liquido de la rete festis y en los vasos sanguineos
testiculares de casi todas las especies, sugirid que, en condiciones normales, el E> podria tener
una funcion en la fisiologia reproductiva masculina[83, 86, 87]. La identificacion de los
receptores de estrogenos y el desarrollo de radioisdtopos bioldgicos como métodos para evaluar
la union de estradiol, revelaron que el tracto reproductivo masculino expresa ampliamente
receptores de estrogenos desde el periodo neonatal hasta la edad adulta[88-91]. Esto indicé un
papel para los estrégenos en el desarrollo normal del tracto reproductivo masculino,
especialmente en los conductos eferentes, cuyo epitelio es el primero que tiene una alta
expresion de receptores de estrogeno durante el desarrollo[92-95]. Posteriormente, en la década
de 1990, se produjo un cambio de paradigma en la comprension de la funcion de los estrogenos
en el macho, debido a la introduccion de modelos de raton knock out (KO) donde la produccion
de estrogenos o la expresion de sus receptores no estaba presente. Estos animales KO revelaron
que el principal receptor de estrogeno Era es esencial para la fertilidad masculina y el desarrollo
de conductos eferentes, epididimo y prostata, y que la pérdida de s6lo la fraccion de membrana
de Ero, es suficiente para inducir extensas anomalias reproductivas masculinas e

infertilidad[96-98].
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Los efectos de E; en el desarrollo testicular y en la fertilidad masculina humana, se comenzaron
a considerar con mayor atencion e interés, a partir la década de los 70 cuando hubo reportes de
efectos negativos en la calidad de los espermatozoides y una alta incidencia de malformaciones
genitales, criptorquidia y cancer testicular en los hijos de madres tratadas con dietilestilbestrol,
un estrogeno sintético usado para la prevencion de abortos y partos prematuros durante los
afos 1950 a 1970[99-103]. Por ello, la mayoria del conocimiento sobre el rol fisioldgico de E»
en la espermatogénesis humana proviene de informacion indirecta, basada en los efectos de
dietilestilbestrol en la fertilidad de los hijos de madres tratadas. Cabe destacar que este fue
uno de los primeros datos que se tuvo, en cuanto a que, la exposicion intrauterina a estrogenos
externos afecta el desarrollo y la reproduccion en los hijos de las madres que recibieron este
tratamiento, es decir, afecta la reproduccion masculina de los seres humanos, porque como ya
se ha mencionado, existian resultados similares en modelos animales[104]. La influencia de los
estrogenos en la fertilidad masculina humana aun no estd completamente clara, pero la
evidencia cientifica muestre que en aquellos trastornos que involucran hiperestrogenemia (Ej:
tumores de las glandulas adrenales que producen E2), se han observado efectos supresores

sobre las gonadotropinas y un decline en la calidad del semen[105].

Por otra parte, en relacion a la misma linea de pensamiento, la supresion de la liberacion de
gonadotropinas y el decline de la calidad de los espermatozoides, puede revertirse mediante la
administracion de antiestrégenos, mostrando una clara influencia modulatoria de E> sobre la

espermatogénesis y los procesos implicados en ella, en seres humanos[106-108].

La evidencia directa basada en ensayos con modelos animales propone que E», en conjunto con
FSH y/o testosterona, incrementa y adelanta temporalmente el inicio de la espermatogénesis,

aumentando la proliferacion de las células germinales mediante un efecto protector
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antioxidante y antiapoptotico, que es completamente opuesto a la accion de Ex por si solo[109-
111]. Dado esto, la relacion androgenos/estrogenos es imprescindible para la funcion testicular,

especialmente durante el desarrollo [112].

Actualmente se sabe que en el testiculo las fuentes de E> son las células de Sertoli, las células
de Leydig y los tltimos descubrimientos muestran que las células germinales también generan

Es.
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Figura 4. La esteroidogénesis en el testiculo.

Por ello, el balance entre testosterona y E» es modulado, principalmente, por la presencia y

actividad de las enzimas Cypl9al y 17 hidroxiesteroide deshidrogenasa[113, 114]. La funcién
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de la Cypl9al, es catalizar el ultimo paso en la biosintesis de estrogenos. En el testiculo la
Cypl9alesta localizada en los tiibulos seminiferos, principalmente en el citoplasma de células
de Leydig,pero también en células de Sertoli y en células germinales de diferentes estadios de
diferenciacion, incluyendo la pieza media y pieza principal del flagelo del espermatozoide[115]

(Figura 4).

En cuanto al rol de Cyp/9al en el espermatozoide, por un lado, se ha visto que en ratas la
Cyp19a se activa durante el transito de los espermatozoides por el epididimo, que en ratones
la principal fuente de estrogenos en el epididimo es la Cypl9a presente en los espermatozoides
y que en los espermatozoides humanos recién eyaculados la Cyp/9a esta activa[116-118]. Por
otro lado, investigaciones implican a la Cyp/9al en la regulacion de la morfologia y motilidad
del flagelo del espermatozoide[116, 119-122]. Es por todo lo anterior que, tanto los ratones KO
para Cypl9al, como los hombres con polimorfismos de Cyp19al son infértiles por alteraciones
progresivas de la funcion de sus espermatozoides. También, E> ejerce su efecto en el testiculo
y en el espermatozoide a través de sus receptores (Era y Erf)[123-125]. Al igual que Cyp19al,
las dos isoformas del receptor de estradiol Era y Erf estan presentes en la cola y mitocondrias
de espermatozoides de mamiferos, sin embargo, una excepcion es el espermatozoide de raton
en el que hasta ahora s6lo se ha descrito la presencia de Erf[126-129]. Aun asi, la informacion

sobre ratones KO para Erf y Era muestra que son infértiles[126, 128].

Por afiadidura, estudios realizados en hombres con infertilidad, indican que sus
espermatozoides presentan alteraciones morfologicas, de motilidad y menores niveles de
mRNA para Era y Cypl9al[130, 131]. Toda esta informaciéon muestra que la fisiologia
testicular y particularmente, el espermatozoide, son muy sensibles a perturbaciones en el

balance entre androgenos y estrogenos, el que puede ser afectado por factores implicitos en el
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estilo de vida actual como es la contaminaciéon ambiental con DEs, alterando como
consecuencia la fertilidad[132-134]. Finalmente, la acumulacion de informacion relevante en
cuanto a la funcion de las hormonas esteroidales y otros morfégenos en la modulacion del
desarrollo, diferenciacion y maduracion del sistema reproductivo, explican su exquisita
sensibilidad a la desregulacion causada por moléculas que imitan o afectan las acciones de las
hormonas esteroidales[135-137]. Por ello, ain persisten los estudios sobre el efecto a largo
plazo y sobre las consecuencias de las interacciones "ambiente- célula" y "ambiente- genoma"
durante las ventanas criticas de desarrollo de los sistemas reproductivos masculino, femenino
y sobre los mecanismos que regulan estas interacciones. Por esta razon, la exposicion durante
el desarrollo vital a sustancias quimicas disruptoras endocrinas estrogénicas y antiandrogénicas

se asocia con disfuncion reproductiva en la edad adulta[138].

4.4. Efecto de los DEs sobre la reproduccion y el espermatozoide.

El efecto de los DEs, sigue siendo una preocupacion para la salud humana y la vida
silvestre[139, 140]. Los DEs son substancias exdgenas que alteran la funcion del sistema
endocrino, causando efectos negativos, en la salud de un organismo intacto, su progenie o
poblacion[10]. Como los ftalatos y alquilfenoles tienen actividad antiandrogénica y
estrogénica, respectivamente, y estudios indican que actiian sobre el testiculo y células
germinales, son clasificados como DEs[141-143]. Dado esto, los ftalatos y alquilfenoles
pueden interferir la accion de hormonas endogenas responsables de la homeostasis,
reproduccion y desarrollo mediante la alteracion de la sintesis, secrecion, transporte, union,

accion o eliminacion de hormonas| 144].
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A pesar de que los estudios para evaluar quimicos con un efecto disruptor lleva mas de tres
décadas, pocos compuestos de esta clase se han podido evaluar minuciosamente. Identificar las
sustancias quimicas que son posibles disruptores endocrinos es un desafio significativo debido
a la complejidad de los procesos que estan bajo el control endocrino, el retraso temporal entre
la exposicion a sustancias quimicas y los efectos adversos y la variabilidad de las dosis cuya
respuesta tiene que ver con el género y etapa de la vida[145]. La identificacion se complica aun
mas por la necesidad actual de identificar los efectos mecanicistas, efectos en animales, y la
vinculacion entre ambos. Ha habido algunos avances en el desarrollo de enfoques “in silico” e
“in vitro” para la deteccion rapida sustancias quimicas para los efectos sobre los receptores
nucleares de hormonas esteroidales, pero para algunos mecanismos de accion, todavia no hay
métodos adecuados disponibles por lo que, aun se requieren mas estudios en relacion a las vias
endocrinas que pueden ser perturbadas por multiples blancos de receptores nucleares con
efectos intermedios. Dadas todas las dificultades ya descritas, es necesario la utilizacion de
métodos y modelos con enfoques de investigacion relacionados con la toxicologia moderna en
que se incluye el concepto de “via de resultado adverso”, que describe la actividad de una
sustancia quimica desde su interaccion inicial con un sistema bioldgico (el evento iniciador
molecular) a través de una serie de eventos intermedios hasta la respuesta toxica eventual
(resultado adverso), lo cual fundamenta el disefio experimental del modelo “in vivo™ planteado

en esta investigacion[146, 147].

Diversos estudios muestran una asociacion entre los niveles de DEs con un incremento de la
infertilidad[148-150]. El impacto de estos compuestos sobre la salud reproductiva varia

segun el periodo del desarrollo en que ocurre la exposicion, ya que hay etapas que son mas
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sensibles que otras al efecto nocivo de DEs[151-153]. De igual manera, los humano y los
animales tienen contacto con una mezcla de DEs que se encuentran en el medio ambiente en
forma simultanea, especialmente en el agua, en los alimentos, e inclusive en el aire, que ha
incrementado su contenido de DEs en zonas industrializadas y sin regulacion ambiental[154-
157]. Los principales DEs que componen los plasticos y los detergentes, que se encuentran
en utensilios de uso comun, en el ambiente, asi como en fluidos de humanos, son los ftalatos
(Figura 5): Ftalato de bis 2-etilhexilo (DEHP), Ftalato de dipentilo (DBP), Ftalato de bencilo
y butilo (BBP) y los alquilfenoles: 4-Nonilfenol (NP), 4-terc-Octilfenol (OP). Cabe destacar,
que la combinacion de estos toxicos tiene efectos adversos mayores que cada compuesto en
forma individual, lo que refleja las propiedades aditivas de los DEs[158-162]. Por ejemplo,
en un reconocido y aln vigente estudio, realizado por Brian el afio 2005, se estudié como
respuesta el efecto inductor de la expresion de vitelogenina en peces machos, de 5
compuestos estrogénicos en forma individual y combinada. Esta investigacion mostrd que en
bajas concentraciones cada xenoestrégeno no caus6 una respuesta tan significativa, en
comparacion, al efecto de la combinacion de ellos [163, 164]. Ademas, las repuestas
fisiologicas y toxicoldgicas a estos compuestos pueden ser no- monotonicas o bifasicas, por
lo que bajas concentraciones de DEs pueden generar mas alteraciones que concentraciones
mayores, o viceversa[165, 166]. Por anadidura, estos contaminantes actiian en diferentes
organos y son excretados por el hombre s6lo en un50%, ya que se bioacumulan en el

tejido adiposo o persisten en diferentes fluidos corporales[167-170].

Igualmente cabe mencionar que hay pocos estudios que investigan el efecto de mezclas de
ftalatos y/o alquilfenoles sobre el sistema reproductivo de mamiferos[171-173]. Ademas, las

escasas investigaciones no exploran los efectos producidos por dosis menores a las LOAEL
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(dosis mas baja que induce efectos adversos observables) para cada compuesto, que son las

dosis similares a las que estamos expuestos los seres humanos[174-176].
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Figura 5. Estructura quimica de Ftalatos (DEHP, DBP, BBP) y de Alquilfenoles (NP, OP).

El testiculo es un 6rgano blanco para la accion de DEs debido a que LH, FSH, estrogenos y
androgenos, participan coordinadamente, en el desarrollo gonadal y en la
espermatogénesis[177, 178]. En relacién a lo anterior, diferentes estudios sugieren que la
exposicion intrauterina y perinatal a DEHP, BBP y DBP o a sumezcla, causa malformaciones
del tracto genital masculino como hipospadias o criptorquidia y afecta el desarrollo testicular
generando disminucién en la produccion de testosterona, diferenciacion anormal de células

germinales, incremento en la apoptosis, para posteriormente, favorecer la produccion de
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células cancerigenas[179]. Por ello, los DEs se asocian al sindrome de disgenesia testicular
(SDT) que agrupa a patologias, conducentes a subfertilidad o infertilidad[180-182]. En cuanto
al mecanismo de accidn de ftalatos y alquilfenoles, no esta claro si el efecto nocivo de estos
compuestos en el desarrollo testicular se debe a su accion genomica, epigendémica, post-
transcripcional o a todas ellas[183, 184] . En relacion a ello, las investigaciones sugieren que
un alquilfenol, Bisfenol-A altera la meiosis y tiene efectos mutagénicos en células germinales
de ratas adultas, pero no existe informacion al respecto de NP, OP, ftalatos o su
mezcla[185-187]. La evidencia sobre los efectos epigenéticos de ftalatos muestra que la
exposicion intrauterina y perinatala DEHP en ratones aumenta la metilacion global del
genoma del testiculo[188-190]. Ademas, el DEHP es el ftalato méas empleado en la industria
plastica, por lo que su efecto disruptor es intensamente investigado. Referente a lo anterior,
en un estudio realizado en trabajadores de una fabrica de PVC en China, a los que se les midid
niveles urinarios de metabolitos de DEHP, indica que estos hombres presentan disminucion
de la concentracion, motilidad y alteraciones en la morfologia de los espermatozoides y un
aumento los metabolitos generados por la actividad de Cyp9al, sugiriendo que la exposicion

a DEHP se correlaciona con infertilidad masculina [191, 192].

Por otro lado, algunos DEs estimulan vias no genomicas que regulan la maduracion del
espermatozoide, como las que son activadas durante la capacitacion, el proceso de maduracion
final del espermatozoide en el tracto genital femenino[54, 193]. Al respecto, estudios muestran
que alquilfenoles y ftalatos, tales como NP, OP y DBP inducen la capacitacion y la reaccion
acrosomica (RA) de espermatozoides humanos, porcinos y de raton, y también NP disminuye
la motilidad y viabilidad de espermatozoides porcinos[50-52, 194]. En cuanto a lo anterior,

los posibles mecanismos moleculares de estos efectos se sustentan en que los espermatozoides
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maduros presentan receptores de Ez> y androgenos, que al unirse a sus respectivos ligandos
activarian vias de sefializacion implicadas en la capacitacion y RA. También, existe un estudio
que sugiere que ftalatos y alquilfenoles activan a los CatSper (canales de Ca*? especificos del

espermatozoide) produciendo influjo de Ca?‘en espermatozoide humano[53, 195].

Por afadidura, nuestros experimentos sugieren que NP, induce la RA del espermatozoide de
raton, que se relaciona con la evidencia que muestra que los alquilfenoles median la
produccion de segundos mensajeros, activando diversos receptores y vias de
sefalizacion[196, 197]. Por otra parte, la informacion sobre la accion de DEs en la
maduracion del espermatozoide en el epididimo es escasa. Algunos experimentos muestran
que la exposicion de ratas adultas a alquilfenoles merma la concentracion, motilidad e
integridad del acrosoma de espermatozoides epididimales, sugiriendo que los alquilfenoles
desregulan este proceso, sin que estén claros los mecanismos moleculares involucrados en
este efecto. Por otro lado, hay investigaciones que muestran que la exposicion aguda y
cronica a ftalatos afecta la histologia y morfologia del epididimo, un 6rgano tan relevante
para la maduracion final del espermatozoide[198-200]. En conclusion, los alquilfenoles y
ftalatos afectan los procesos que generan espermatozoides, activando vias gendmicas y no
gendmicas, pero los mecanismos moleculares implicados en estos efectos estan aun en
estudio. Por ello, es importante investigar, nuevas vias moleculares que expliquen los
posibles efectos negativos de los alquilfenoles y ftalatos en la fertilidad masculina. Dentro de
estas nuevas vias moleculares, se encuentra la regulacién post-transcripcional de la
espermatogénesis y maduracion epididimal de los espermatozoides, mediada por

miRNAs[201-203].
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4.5. Los microRNAs como mecanismo de regulacion de la espermatogénesis y de la
maduracion del espermatozoide.

El desarrollo de la espermatogénesis implica eventos complejos de proliferacion,
diferenciacion e interaccion celular. Por ello, la espermatogénesis requiere un control
coordinado de la expresion génica, que incluye diferentes mecanismos de modulacion post
transcripcional[19, 204, 205] . Los descubrimientos recientes sobre el rol de los RNAs
pequeios no codificantes (scRNAs), han revolucionado el conocimiento cientifico respecto
a la regulacion génica post- transcripcional. Una clase de scRNAs son los miRNAs, que son
cadenas simples de 19-25 nucleotidos de RNA endogeno no codificante, muy conservado
entre las especies[206, 207]. La funcion de los miRNAs se ejerce mediante su unién por
complementariedad a una secuencia de mRNA blanco, reprimiéndolo funcionalmente[206-
208]. La biogénesis de los miRNAs es muy estudiada (Figura 6). En ese sentido, la
informacion indica la existencia de una via canonica, donde los miRNAs se sintetizan a partir
del DNA auna forma inmadura llamada Pri-microRNA (Pri-miRNA). Luego, en una segunda
fase, el complejo enzimatico formado por la ribonucleasa Drosha y la proteina de union
Dgcr§ originan los miRNAs precursores (Pre-miRNAs), que son exportados del nucleo al
citoplasma para terminar su maduraciéon mediada por la ribonucleasa Dicer[209-211].Por
otro lado, las vias no-candnicas para la sintesis de miRNAs, son independientes de la accion
de Drosha o Dicer[209-211]. Posteriormente, los miRNAs maduros se unen a proteinas de
la familia de las Argonautas, formando un complejo de silenciamiento de RNAs (RISC).
RISC cumple su funcion mediante su unioén al 3'UTR de los mRNAs blancos y asi pueden
promover su degradacion, interferir en la formacion de las subunidades del ribosoma o bien

de-adenilar la cola poli-A de los mRNAs[212, 213].
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La interferencia del RNA mediada por miRNAs es un importante mecanismo modulatorio

asociado a diferenciacion celular y a patologias, que incluyen infertilidad y céancer

testicular[214-218]. Varias investigaciones sefialan que existen niveles y tipos especificos de

miRNAs en 6rganos y tejidos del aparato reproductor masculino, cuyo patrén se altera en

condiciones patologicas[219, 220]. En relacion con el desarrollo testicular, hay un grupo

determinado de miRNAs presente en las diferentes etapas de este proceso[220-222]. En

cuanto a la relevancia de los miRNAs en la espermatogénesis, cabe mencionar que, los ratones

KO para Drosha o Dicer en diferentes estadios del desarrollo de las células germinales o en

las células de Sertoli, son infértiles por graves alteraciones de este proceso [223-225]. Por lo



41

tanto, los miRNAs son necesarios para la formacion de un espermatozoide con capacidad de

fecundar como producto de la espermatogénesis[226-228].

Por otra parte, luego que el espermatozoide deja los testiculos y se almacena en el epididimo,
aun en aparato reproductor masculino, experimenta fases sucesivas de maduracion necesarias
para fecundacion[229, 230]. En estainstancia se modifican las proteinas y los lipidos, como el
colesterol, que componen la superficie y membrana del espermatozoide para favorecer el inicio
de la motilidad, la unidony penetracion del ovocito[231-233]. Actualmente se propone que los
epididisomas, participan en la transformacion molecular del espermatozoide en el
epididimo[234-236]. Los epididisomas son pequefias vesiculas extracelulares, que contienen
proteinas de membrana y miRNAs que son transferidos al espermatozoide[237, 238].
Igualmente, estos estudios proponen que las diferentes porciones anatémicas del epididimo
presentan niveles de miRNAs especificos que modulan la expresion génica[239, 240]. Ademas,
en relacion a la importancia de la sefalizacion mediada por E» en el epididimo, existen estudios
que sefialan que los niveles de E> en los fluidos del epididimo son altos, que la enzima
responsable de su produccion, la Cypl9al esta presente en espermatozoides y en células
epiteliales del epididimo y que Era se encuentra en diferentes porciones del epididimo[241,
242]. Otras investigaciones muestran que E» estd implicado en la contractibilidad de la
musculatura lisa epididimal, en la mantencion del pH y la osmolaridad de los fluidos del
epididimo[243-245]. Por ello, un desbalance de los miRNAs que existen en el epididimo que
modulan los niveles o la accion de estradiol puede causar infertilidad, lo que se refleja en que
los ratones KO condicionales para Dicer en el epididimo presentan una disminucion en los

niveles de mensajero que codifican para Era y Erf y son infértiles[246-248].
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4.6. Desregulacion de microRNAs implicados en la esteroidogénesis mediada por DEs.

Como ya se ha mencionado, en términos generales, los DEs alteran el sistema endocrino
compitiendo con las hormonas esteroidales endogenas, la union a sus receptores, a las proteinas
transportadoras de hormonas y/o alterando el metabolismo o sintesis de hormonas enddgenas.
De igual manera se ha observado que los DEs, pueden alterar la expresion genética como uno
de los mecanismos moleculares de disrupcion endocrina[249, 250]. En relacion a ello, en los
ultimos afios, los miRNAs han sido ampliamente reconocidos como mediadores clave en el
control epigenético de expresion génica, ya que actian post transcripcionalmente para suprimir
la expresion génica a través de la union complementaria al mRNA, generalmente a regiones sin

traducir[251, 252].

Estudios recientes reportan la alteracion en niveles de miRNAs inducido por DEs en diversos
tipos de células y tejidos[11, 253, 254]. En ese sentido, la desregulacion de niveles de miRNAs
como un nuevo efecto de DEs, puede ser causada por interacciones agonistas o antagonistas
con los receptores de hormonas que a su vez modulan la biogénesis y expresion de miRNAs
[255-257]. Adicionalmente, la informacién muestra que en condiciones que generan dafio del
DNA vy activan a la proteina p53, esta se une directamente a Drosha e inicia la biogénesis de
miRNAs[253, 258-260]. Por otro lado, estudios recientes indican que la maquinaria canonica
de biosintesis de miRNAs que implica a Drosha y Dicer puede ser desregulada, modificando
la expresion de sus transcriptos por la exposicion a un DEs, a xenobioticos o por toxicos medio
ambientales, repercutiendo en la biosintesis de miRNAs[12, 261]. En relacion a la interaccion
de DEs con los receptores de estrogeno, los estudios indican que los DEs pueden unirse a

receptores de estrogeno Ero y Erf o activar receptores alternativos como los receptores
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acoplados a proteinas G, Gpcr30, o el receptor relacionado con estrégenos (Erry) para activar
la sefalizacion a través de quinasas rio abajo. El BPA, el diclorodifeniltricloroetano, los
bifenilos policlorados y los ftalatos son sustancias toxicas importantes que interfieren con las
vias normales de estrégenos / androgenos que conducen a la infertilidad en ambos sexos de
muchas formas, incluido el dafio del DNA en los espermatozoides, la alteracion del patron de
expresion y modificaciones de miRNAs y las modificaciones de histonas[262, 263].
Especificamente en cuanto a la relacion que existe entre la exposicion a ftalatos y alquilfenoles
y desregulacion de miRNAs, dos estudios que sefialan que células TM4 y células GC-1 tratadas
con NP muestran desregulacion de miRNAs induciendo apoptosis y otra investigacion que
indica que ratas tratadas durante la vida intrauterina y adulta con MEHP, un metabolito de
DEHP, muestran alteracion de miRNAs en el tejido testicular similar a algunos de los miRNAs
desregulados en espermatozoides de hombres infértiles[264, 265]. Por otro lado, la sobre
expresion de miRNAs en células de la granulosa humana altera la produccién de hormonas
esteroidales, sugiriendo que la desregulacion de miRNAs especificos afectan la
esteroidogénesis en células sensibles a hormonas[266, 267]. En relacion a lo anterior y al
contenido de esta investigacion, existen estudios que validan que miRNAs presentes en el
testiculo y en espermatozoides, como mir let 7f y mir 92, tienen como blanco a Cyp/9al y al
Erp, respectivamente[268, 269]. Por ultimo, existe solamente un trabajo que sefiala que
miRNAs desregulados en espermatozoides de hombres con infertilidad idiopatica, tienen
como blanco a Cypl9al, Hsdl7p1, Ero y a otros genes implicados en su regulacion, en
diferentes tipos celulares[269-273]. Lo anterior sugiere que el espermatozoide refleja
alteraciones en los procesos implicados en su generacion y puede ser un biomarcador de estos

Procesos.
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S. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La exposicion a la mezcla de DEs puede ser la causa de infertilidad masculina idiopatica (sin
causa conocida). Los DEs pueden ejercer una accion aguda o cronica en el tracto genital
masculino, femenino o durante la fecundacion desregulando vias de sefializacion implicadas
en la maduracion final del espermatozoide indispensables para la fecundacién, como la
capacitacion y la RA. Ademads, los DEs pueden impactar la fertilidad masculina de una
manera cronica, alterando el balance testosterona / E,, el contenido de RNA de los
espermatozoides y por tanto impactando la capacidad funcional del espermatozoide durante
la fecundacion (Figura 7). Dado este problema, nos planteamos estudiar el mecanismo
molecular subyacente al efecto de DEs en humanos, mediante un modelo “in vitro” de efecto
agudo, para investigar los posibles efectos de la presencia de DEs en el tracto genital
femenino y sus posibles efectos en parametros funcionales del espermatozoide que son
importantes para lograr la fecundacion. Ademas, estudiamos, en un modelo “in vivo” murino,
la exposicion cronica a una mezcla de ftalatos y alquilfenoles y su impacto en la produccion
de espermatozoides y su contenido de RNA. Para efectos de esta tesis se han planteado dos
hipdtesis, las que se presentan a continuacion. Igualmente se denominaré efecto agudo para
el objetivo que emplea el modelo de exposicion aguda” in vitro” y efecto cronico para el

objetivo que emplea el modelo de exposicion cronica” in vivo™.
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6. HIPOTESIS

6.1. Hipotesis N°1: “La exposicion aguda a NP y DEHP a espermatozoides de raton afecta
su capacidad fecundante”.

6.2. Objetivo General N°1.

Evaluar si se modifican parametros funcionales en espermatozoides de raton

expuestos en forma aguda a concentraciones fisiologicamente relevantes de NP y DEHP.

6.3. Objetivos Especificos del Objetivo General N°1.

6.3.1. Determinar si NP y DEHP inducen la reaccion acrosdmica en espermatozoides

de raton

6.3.2. Evaluar si NP modula la capacitacion alterando la fosforilacion de sustratos en

Ser/Thr, fosforilacion de sustratos en Tyr y la activacion de PKA.

6.4. Hipétesis N°2: “La exposicion cronica a una mezcla de ftalatos y alquilfenoles modifica
la capacidad de fecundacion, el perfil de RNA y los niveles de expresion de la enzima
aromatasa (Cypl9al) y del receptor nuclear de estrogeno Erf, via la desregulacion de
los microRNAs que los modulan, en espermatozoides de raton”.
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6.5. Objetivo General N°2.

Investigar si la administracion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles
modifica la capacidad de fecundacion, el perfil de RNA, los niveles de expresion de la enzima
aromatasa (Cypl9al) y del receptor nuclear de estrogeno Erf, via la desregulacion de los

microRNAs que los modulan, en espermatozoides de raton.

6.6. Objetivos Especificos del Objetivo General N°2.

6.6.1. Determinar el efecto crénico como disruptor endocrino, de una mezcla de

ftalatos y alquilfenoles en ratones macho.

6.6.2. Determinar si la exposicion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles a

ratones macho afecta la capacidad de fecundacion de los espermatozoides.

6.6.3. Determinar si la exposicion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles a

ratones macho modifica los niveles y perfil del RNA de los espermatozoides.

6.6.4. Determinar si la exposicion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles a
ratones macho modifica, en los espermatozoides, los niveles de expresion de

Cypl19al, Erf} y de los miRNAs que los modulan.
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7.1. Diseiio Experimental Objetivo General N°1 (Modelo de exposicion aguda con

espermatozoides de raton “in vitro”).

Para investigar este objetivo se evaluaron diferentes procesos que ocurren durante la

capacitacion, clasificados como eventos tempranos (activacion de PKA, fosforilacion de

proteinas en residuos de Ser/Thr) o eventos tardios (fosforilacion de proteinas en residuos de

Tyr y RA), espermatozoides en condiciones no capacitantes y capacitantes, en condiciones

control o con los DEs empleados en estos experimentos (NP y DEHP) (Figura 8).

Objetivo Recuper | Capacita | Disruptor Tiempo Técnica de
1 acion de cion (u™M) evaluacion
los (incubac
espermat i6n 2 RA
ozoides en MC)
en MNC
DEHP YDoRA
Si Si 0.56 a 280 Tincién azul
N de Comassic
NP 0,001 a
50
1.1.1
NP 0,001 a FGeRA inmuno
Si S1 50 30 min Fluorescencia
NP 0,01 GRA por
Si Si NP 0,1 citrometria de
NP 1 flujo
NP 0.001 Western Blot
Si NP 0,01 de sustratos
Si NP 0.1 de pPKAS
Y PYs
1.1.2 NE 1 120 min W Bl
P 0,00 estern Blot 3 .
si No | NPOOI de 3 Niveles Proteicos
NP 0.1 sustratos de
PPKAs CAP + SHT31 CAP + sHT31
Y's G T T
yP CAP™— dbc 8Br CAP — e 8Br
1 min Western Blot
5 min de -250
Si Si NP 0,1 10 min PPKA -150
(Thr-197) :—’ 100
1.1.3 1 min Western Blot 5 . -75
5 min de Q
Si No NP 0,1 10 min PPKA 3
(Thr-197) 50
1 min Western Blot
Si + H89 Si NP O.1 5 min de -37
10 min pPKA
(Thr-197)

Figura 8. Esquema del disefio experimental para el objetivo general N°I.
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A) Se muestra un esquema del epididimo con sus diferentes secciones. Los
espermatozoides maduros se obtuvieron de la cola del epididimo.

B) En la tabla se muestra el objetivo respectivo, en la segunda columna las
condiciones de incubacion (MC: tipo de medio de incubacion), En la tercera columna el tipo
y concentracion de DE y por ultimo la técnica se utilizo para la evaluacion. Los niimeros

muestran las etapas secuenciales de los experimentos.

7.2. Diseiio experimental por cada objetivo especifico.

7.2.1. Determinar si NP y DEHP inducen la reacciébn acrosdmica en

espermatozoides de raton.

Para investigar este objetivo, los espermatozoides maduros de raton y los espermatozoides
maduros de raton que expresan EGFP en el acrosoma y DsRed2 en las mitocondrias,
recuperados de la cola del epididimo, se incubaron durante 30, 90 o 120 min en medio
capacitante (MC) mas vehiculo, en Medio no capacitante (MNC) mas vehiculo o en MC o
MNC mas concentraciones crecientes de DEHP y NP o so6lo de NP. La RA se evalud
mediante la tincion de azul de Coomassie, citometria de flujo para EGFP la epifluorescencia

del colorante LysoTraker. Como control de la méxima respuesta de RA se us6 el ion6foro de

Ca? A23087 o P4.
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7.2.2. Evaluar si NP modula la capacitacion alterando la fosforilacion de sustratos

en Ser/Thr, fosforilacion de sustratos en Tyr y la activacion de PKA.

Para investigar este objetivo disefiamos experimentos donde extrajimos los espermatozoides
maduros de la cola del epididimo que se incubaron en MC o MNC durante 120 min, en
presencia de diferentes concentraciones de NP. La fosforilacion de los sustratos de PKA o la
fosforilacion de los sustratos de Tyr se evalué mediante Western Blot con los anticuerpos
anti-sustratos de PKA (pPKAs) y anti-sustratos de Tirosina Quinasa (pYs). Por otro lado,
para investigar la activacion de PKA, los espermatozoides maduros se incubaron en MC o
MNC durante 1, 5 o 15 min en presencia o ausencia de 0,1 uM de NP o se extrajeron en
MNC + un inhibidor potente y selectivo de PKA, 10 uM de H89. En todos los experimentos,
la fosforilacion en Thr197 (un residuo que esta involucrado en la activacion de PKA) de la
subunidad catalitica a de PKA, fue detectada mediante el anticuerpo especifico para

ello.[274, 275].
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Animales.

Se utilizaron ratones macho adultos de la cepa BalbC (10-12 semanas) y ratones machos
knock in de doble gen [BDF1-Tg (CAG-mtDsRed2, Acr-EGFP) RBGS0020sb], que expresan
EGFP en el acrosoma y Ds-Red2 en las mitocondrias de la pieza media flagelar. Los ratones
se mantuvieron a 23 °C con 12 h de luz: 12 h de ciclo de oscuridad. Los procedimientos de
experimentacion animal fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica del IBYME y
de acuerdo con las normas establecidas por el Consorcio para el Desarrollo de una Guia para
el Cuidado y Uso de Animales Agricolas en la Investigaciéon y Docencia Agricola y por el
Consejo Nacional de Investigaciones. Todos los protocolos animales fueron avalados por el

Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia de Chile (FONDECYT).

8.2. Capacitacion espermatica “in vitro”.

Se recuperaron espermatozoides de la cola del epididimo de raton en medio no capacitante
(MNC), que es un medio de Whittingam modificado que contenia NaCl 99,2 mM, KCI 2,69
mM, MgCL 0,5 mM, Na;HPO4 0,314 mM, CaCl; 1,79 mM, lactato de sodio 21,5 mM,
piruvato de sodio 0,5 mM , Glucosa 5,5 mM, 0,063 mg / ml de penicilina g sodica, 0,050 mg/
ml de estreptomicina méas Hepes 10 mM y NaCl 115 mM][276]. La concentracion final de

espermatozoides se determino utilizando una camara de Neubauer. Se diluyeron alicuotas de
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la suspension original para alcanzar 2-5 x10° células / ml en 0,5 ml de medio capacitante
fresco (MC) que es el medio de Whittingam modificado mas NaHCO3; 25 mM y
BSA(albimina de suero de bovino) al 3% [277]. Los espermatozoides se incubaron hasta 120

min a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO; en el aire.

8.3. Evaluacion de la Reaccion Acroséomica por tincion con azul brillante de
Coomassie (CBB).

Luego de realizar los experimentos, los espermatozoides se fijaron en 1 volumen de
paraformaldehido al 4% recién preparado en tampon fosfato salino (PBS 1X) que contenia
NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na,HPO4 3 mM, pH 7,4, durante 1 h a 48
°C, se lavaron con acetato de amonio 0,1 M (pH 9) mediante centrifugacioén a temperatura
ambiente a 3000 g durante 10 min, se montaron en portaobjetos y que se secaron al aire. Los
portaobjetos se lavaron mediante inmersiones sucesivas en agua, metanol y agua (5 min cada
una) y luego se incubaron en soluciéon de CBB (CBB al 0,22% en metanol al 50% y 4cido
acético al 10%) durante 2 min. Después de la tincion, los portaobjetos se lavaron
minuciosamente con agua destilada, se montaron (Entellan, Merck®, Dermstad, Alemania)
y se observaron inmediatamente para evitar la difusion de la mancha. Los espermatozoides
se consideraron como "acrosoma intacto" cuando se observé una tincion azul brillante en la
region dorsal del acrosoma o como "acrosoma reaccionado" cuando la tincidn era irregular o

ausente.
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8.4. Evaluacion la Reaccion Acrosomica usando LysoTrackerTM.

Los espermatozoides vivos se incubaron con 750 nM de LysoTrackerTM durante 20 min y
se fijjaron en paraformaldehido al 4% en PBS. Posteriormente, alicuotas de los
espermatozoides se montaron en portaobjetos con (Fluoromont®, Sigma-Aldrich, MO, EE.
UU.). Se evalu¢ la integridad del acrosoma bajo un microscopio de epifluorescencia Nikon
(Tokio, Japon). Se contaron al menos 200 espermatozoides en 3 experimentos

independientes[278].

8.5. Evaluacion de la Reaccion Acrosomica mediante citometria de flujo.

La Reaccion Acrosdmica se evalud por citometria de flujo como se describi6 anteriormente
en Romarowski et al.[279]. Los espermatozoides de raton Acr-EGFP se incubaron en
condiciones de capacitacion durante 90 min en presencia o ausencia de concentraciones
crecientes de NP. Después de los 90 min, se afiadio progesterona 20 uM o iondforo de Ca*?
A23187 10 uM durante 30 min para estimular la exocitosis acrosomica. Los espermatozoides
EGFP se analizaron usando un citometro de flujo (citometro de flujo FACSCanto II, BD. San
José, CA. EE. UU.) Para evaluar el estado acrosémico después de agregar yoduro de propidio
(IP) a la suspension de espermatozoides para determinar su vitalidad. Se utilizé un filtro de

ruta de banda de (515-545) nm y filtros de ruta de 650 nm para GFP e IP, respectivamente.
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8.6. Extraccion de proteinas del espermatozoide.

Los espermatozoides se recolectaron por centrifugacion durante 5 min a 400 g, se lavaron (5
min, 400 g) en 1 ml de PBS, se re suspendieron en tampon de muestra (Tris-HCI1 62,5 mM
pH 6,8, SDS al 2%, glicerol al 10% v/v) y se hirvieron durante 5 min. Después de centrifugar
durante 5 min a 13.000 g, se afiadi6 B-mercaptoetanol al 5% a los sobrenadantes y se hirvio
de nuevo durante 5 min. Se afiadié azul de bromofenol a una concentracion final del 0,0005%
a la mezcla. Los extractos de proteinas equivalentes a 2-5x10° espermatozoides por carril se

separaron mediante SDS-PAGE y se sometieron a inmuno transferencia.

8.7. Western Blot.

Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE en geles que contenian 10% de
poliacrilamida segiin el método de Laemmli, en 1970 y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa[280]. Las membranas se bloquearon en leche en polvo al 5% en PBS que
contenia 0,1% de Tween 20 (T-PBS) durante 30 min a temperatura ambiente y se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente con el primer anticuerpo y el secundario. Los anticuerpos
se diluyeron en leche en polvo al 2% en T-PBS de la siguiente manera: para el anticuerpo
primario de ratobn monoclonal anti-subunidad C a de PKA de raton en una concentracion
final de 0.02 pg / mL (Santa Cruz Biotechnology, Dallas Texas), anticuerpo para las
subunidades cataliticas policlonales de conejo anti-raton Anticuerpo anti-PKA alfa + beta
(fosfo T197) en una concentracion final 0.002 ug / ml (ABCAM. Cambrigde, MA),

anticuerpo monoclonal de raton anti pY's de raton (Clon 4G10, Upstate Biotechnology Lake
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Placid, NY) en una concentracion final de 0,2 pg/ml, para el anticuerpo policlonal de conejo
anti-sustratos Ser/Thr de PKA dilucion de 1:3000, y para el anticuerpo monoclonal de raton
anti-B-tubulina de raton dilucion de 1:5000 (Sigma-Aldich.St Louis, MO. EE.UU.). Los
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano se diluyeron
en leche en polvo al 2% en T-PBS de la siguiente manera: para el anticuerpo secundario IgG
anti-conejo de cabra (0,0033 pg /ml) (Vector, Burlingame, CA. EE. UU.) y para el anticuerpo
secundario IgG anti-ratén de caballo (0,0033 pg/ml) (Cell Signalling. Danvers, MA. EE.
UU.). En todos los casos, las bandas reactivas se detectaron mediante quimioluminiscencia

mejorada (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EE. UU.).



56

9. DISENO EXPERIMENTAL OBJETIVO GENERAL N°2 (Modelo de exposicién

cronica murina “in vivo™).

Con el objetivo de reproducir en un modelo animal la exposicién humana cronica a DEs de
uso habitual, seleccionamos DEHP, DBP, BBP, NP y OP ya que son los principales DEs
que componen los plasticos y detergentes, que se encuentran en utensilios de uso comun, en
el ambiente y en fluidos de humanos, en una razéon 9:1 para ftalatos y alquilfenoles,
respectivamente[281, 282]. Las dosis fueron escogidas basadas en la exposicion no
ocupacional y ocupacional a estos compuestos. Dado lo anterior, la dosis de 1 mg/Kg/d,
representa la exposicion no ocupacional y esta bajo la dosis de riesgo minima que puede
causar efectos adversos en el desarrollo y la reproduccion humana, mientras que la dosis de
10 mg/Kg/d estd basada en los valores de referencia cercanos a la exposicion ocupacional, si
se considera que la exposicion a estos compuestos se encuentra entre los rangos de 0,3
mg/Kg/d y 143 mg/Kg/d[283-286]. Ademas, cabe sefialar que estas dosis son 1000 y 100
veces menor, en relacion al nivel més bajo de efecto adverso observado (LOAEL) de DEHP
y NP, 1000 y 100, respectivamente, para efectos adversos endocrino-reproductivos en

humanos, ratas y ratones[287, 288].

Empleamos una solucion madre que contenia tres ftalatos (DEHP, DBP y BBP) diluidos en
DMSO vy dos alquilfenoles (NP y OP) diluidos en etanol, los que componian la mezcla final.
Las dosis fueron preparadas diariamente y se administraron en el agua para beber cada dos
dias, de acuerdo con el peso corporal del animal. Durante todo el periodo experimental, las

botellas fueron cubiertas con papel de aluminio para evitar la fotélisis de los compuestos.
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Tanto para el vehiculo como para los tratamientos, las dosis finales de DMSO y de etanol
fueron de 2,5 g/ Kg/d y 0,06 g/Kg/d. Cabe mencionar que en ratones se han establecido dosis
tolerables en 7,9 g /Kg/d para DMSO y 2,5 g/ Kg/d de etanol, por via oral [289]. Para realizar
una aproximacion “in vivo” a la exposicion humana crénica a un entorno con mezclas de
DEs, administramos la mezcla de DEs o vehiculos (control) a ratonas prefiadas a partir de
0,5 dias después del coito (n biologico) la que continud durante el embarazo y la lactancia.
Al destete, solo los machos fueron seleccionados y mantenidos en un grupo de tres a cuatro
individuos por jaula. Continuamos la administracion de la mezcla de DEs o control hasta la
edad adulta (75 dias de vida, Figura 9). A continuacion, se muestra un esquema de la
administracion cronica de ftalatos y alquilfenoles (Figura 9), una tabla de los tratamientos

empleados en este estudio (Tabla 1) y un esquema del disefio experimental (Figura 10).

F talatos E]
Alqulfenoles
L4
7’

Tratamiento Tratamiento
a la madre al macho
Il ]
' v )
Cruza Prenez Nacimiento Destete Adultez
Lactancia .y

Dia 0,5 post-coito  Dia 21 post-coito Dia 75 post-nacimiento

g

o
999

Figura 9. Esquema de la administracion cronica de Ftalatos y Alquilfenoles al modelo
murino.
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Tabla 1: Descripcion de tratamientos con ftalatos y alquilfenoles. Se indica la dosis
LOAEL para cada uno de ellos.

Grupos B (€ D
LOAEL
Dosis 0,1X Dosis 0,001X Vehiculo
DE
DEHP 3 mg/Kg/d 0,3 mg/Kg/d DMSO 300 mg/Kg/d
DBP 3 mg/Kg/d 0,3 mg/Kg/d DMSO 100 mg/Kg/d
BBP 3 mg/Kg/d 0,3 mg/Kg/d DMSO 200 mg/Kg/d
NP 0,5 mg/Kg/d | 0,05 mg/Kg/d Etanol 43-64 mg/Kg/d
OP 0,5 mg/Kg/d | 0,05 mg/Kg/d Etanol 150 mg/Kg/d
Dosis Total 10 mg/Kg/d 1 mg/Kg/d -- 850 mg/Kg/d
Ftalatos E] Purificacion
Alqul.;enoles d SC:,::,[ZZ - :‘;;i;ﬁi:f’"ms
7 — Extraccion y
cuantificacion de
4 i = roteinas y RNA
> & f\°>€i§ ’;VB’ '
Q'\" & é-st- Q-\-p . \‘@" qRT-PCR Pre-miRNAs y
feé'\ 6"" mRNAs
O 0 RNA Seq
Destete Adultez

Peso corporal y niveles de
E, yT alos 21 diasy 75
dias post nacimiento

Figura 10. Diserio experimental del modelo de exposicion cronica murina.
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9.1. Diseiio experimental por cada objetivo especifico.

9.1.1. Determinar el efecto cronico como disruptor endocrino, de una mezcla de

ftalatos y alquilfenoles en ratones macho.

9.1.2. Determinar si la exposicion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles

a ratones macho afecta la capacidad de fecundacion de los espermatozoides.

Como este trabajo considera la administracion a la madre de la mezcla de DEs desde la
concepcion, lo primero fue determinar pardmetros como duraciéon de la prefiez y tamafio de
la camada, efectos toxicos que fueron descartados en una investigacion paralela en nuestro
laboratorio, en relacion a efectos reproductivos en las hembras expuestas[12, 13]. Basados
en esa informacién previa, en este trabajo usamos como parametros de toxicidad la
evaluacion del estado general de los ratones y su peso corporal, que no solo refleja el grado
de toxicidad de la mezcla, sino que también, multiples estudios sefialan el desbalance de las
vias de sefializacion implicadas en la regulacion del peso corporal y de la homeostasis de los
lipidos, como un relevante efecto disruptor de estos compuestos[290-292]. Para determinar
el efecto de la mezcla en un parametro tan sensible como el peso corporal en dos diferentes
etapas del desarrollo, analizamos estadisticamente, el peso de los machos al destete (21 dias
de vida) y en la adultez (75 dias de vida). Por otra parte, dado que debiamos evaluar si nuestra
mezcla efectivamente tenia un efecto disruptor especificamente en la salud reproductiva
masculina y que existe literatura que indica que ftalatos y alquilfenoles generan una

alteracion en el balance de las hormonas que regulan la espermatogénesis y la funcion del
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espermatozoide, evaluamos los niveles plasmaticos de las principales hormonas implicadas
en estos procesos biologicos, testosterona y E» y también, determinamos el balance entre
ambas hormonas a nivel plasmatico, en ratones adultos expuestos y ratones adultos
control[253, 293-295]. Por otro lado, para investigar mas especificamente el efecto disruptor
de la exposicion cronica a la mezcla sobre la capacidad de fecundacion de los
espermatozoides, determinamos parametros tales como: concentracion de espermatozoides
en el liquido seminal, capacidad de experimentar la RA “in vitro” y tasa de fecundacion “in
vitro” (FIV), de espermatozoides de ratones adultos expuestos y ratones adultos control[296-

301].

9.1.3. Determinar si la exposicion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles
a ratones macho modifica los niveles y perfil del RNA de los

espermatozoides.

9.1.4. Determinar si la exposicion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles
a ratones macho modifica, en los espermatozoides, los niveles de expresion

de Cypl9al, Erfy de los miRNAs que los modulan

De acuerdo a lo descrito, la exposicion durante la vida a DEs con efectos antiandrogénicos
y/o esteroidogénicos, induce alteraciones intergeneracionales y transgeneracionales en
diferentes sistemas del organismo, incluyendo el sistema reproductivo de ambos sexos [302-
304]. En relacion con lo anterior, uno de los mecanismos moleculares en estudio actualmente

que ha adquirido relevancia, es el mediado por miRNAs en la modulacién génica post
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transcripcional, sobre todo en el aparato reproductivo masculino y femenino. De igual
manera, los estudios sugieren que existe una la relacién entre la exposicion a DEs y la
desregulacion de miRNAs, y que también hay una relacion entre la desregulacion de miRNAs
y de sus transcritos, como muestran estudios de nuestro propio laboratorio, realizados en
testiculos, ovarios y aparato reproductor de ratones machos y hembras[11-13, 253] . En
cuanto a los efectos similares en espermatozoides, en un estudio del 2019, se encontrd
evidencia de que ratones tratados con DEHP muestran alteraciones en el contenido de
transcritos de los espermatozoides en asociacion con la alteracion de parametros de fertilidad
transmitidos a través de varias generaciones[304]. En relacion con los resultados ya descritos,
a las alteraciones en los niveles de transcritos y miRNAs en espermatozoides de pacientes
infértiles y la relevancia que ha adquirido el transcriptoma del espermatozoide, sugieren que
esa la transmision a través de generaciones también puede involucrar RNA desregulado de
los espermatozoides. Por ello, investigamos si la mezcla de DEs, en espermatozoides de
ratones expuestos modifica el contenido total, el perfil de RNA y la expresion de genes que
regulan procesos biologicos. Para esto, extrajimos el RNA de los espermatozoides de ratones
expuestos y control y lo sometimos a secuenciacion masiva de RNA en un laboratorio de la
Universidad Mayor que realiza servicios de andlisis genéticos y bioinformaticos (Genoma
Mayor SPA. Por otro lado, y en relacion con el objetivo 6.6.4 y a lo referido previamente, la
espermatogénesis y la maduracion del espermatozoide se encuentran regulados a nivel génico
y hormonal. En este sentido, se ha observado que los niveles de E», y sus receptores (Era y
Erp), mantienen la espermatogénesis y la maduracion del espermatozoide y, por otra parte,
los niveles y accion de E> pueden ser regulados por agentes externos como los DEs, que a su

vez pueden afectar los niveles de miRNAs, modulan los procesos que generan
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espermatozoides funcionales. Por todo lo anterior estudiamos los niveles de mRNA y de
miRNAs de los espermatozoides de ratones expuestos a las mezclas deftalatos y alquilfenoles
y de ratones control. Los niveles de mRNA de Cypl9a 1, Erf, Pre-miRNAs 7b,7d y 7g se
determinaron mediante qRT-PCR, como control positivo se empled Acrosina (Acr) y
protamina (Prm), como control negativo se empled Panexinal(Panx/) y Resistina (Retn),
como genes endogenos de referencia se emplearon Gapdh y B2 microglobulina (B2m) [305,
306] . Los niveles proteicos de CYP19A1 y ERP se determinaron mediante Western Blot,

como control de carga se empled B-tubulina.
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10. MATERIALES Y METODOS

10.1. Animales.

Las hembras y machos adultos de raton de la cepa C57BL/6J de 60 dias fueron obtenidas del
bioterio de la PUC y las que se mantuvieron en jaulas de polisulfonato H-TEMP sin bisfenol
A (TECNIPLAST). Los ratones se alojaron en un ambiente controlado en una habitacién con
un ciclo de luz oscuridad de 12 h:12 h, a 22 £ 1 °C. Los alimentos administrados eran libres
de fitoestrogenos y se proporcion6 agua para consumo ad libitum. El protocolo experimental
fue aprobado por el Comité Cientifico para el Cuidado de los Animales y el Ambiente en la
Pontificia Universidad catolica de Chile N°141215006. Todos los protocolos animales fueron
aprobados por el Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia (FONDECYT). Los criterios para
la determinacion de las dosis ya se explicaron previamente y la dosis final se calculo de
acuerdo al peso corporal y volumen de agua ingerido por los ratones, informacion que fue
registrada previamente en un estudio piloto que concord6 con los datos sefialados en la
literatura referente a estos parametros[307, 308]. La ingesta de agua fue controlada cada dia.
La ingesta total de agua no se afectd por la exposicion de los ratones a la mezcla de ftalatos
y alquilfenoles o al vehiculo. La mezcla de ftalatos y alquilfenoles se preparé diariamente de
acuerdo con los cambios en el peso corporal de los animales y se administré en el agua
potable durante todo el periodo experimental. Las botellas se cubrieron con papel de aluminio
para evitar la fotdlisis de los compuestos. Para emular la exposicion humana crénica a una

mezcla ambiental de ftalatos y alquilfenoles, administramos la mezcla (1 mg/kg/d o 10
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mg/kg/d) a hembras ratén prenadas desde el dia 0,5 post-coito (n bioldgico) durante el
embarazo y lactancia como se describe en el esquema del disefio experimental (Figura. 2).
Al destete (dia 21), solo los machos fueron seleccionados y mantenidos en un grupo de tres
a cuatro individuos por jaula. Con ellos continuamos la administracion de la mezcla de
ftalatos y alquilfenoles o vehiculo hasta la edad adulta. Al final del tratamiento, los machos

(75 dias de edad) fueron sacrificados para la realizacion de los experimentos planificados.

Tabla 2. Principales sales y reactivos empleados en este objetivo.

Reactivos y Kits comerciales Casa Comercial - codigo, pais

Ftalato de bis 2-etilhexilo Sigma 4-8557, USA
Ftalato de dipentilo Sigma 80154, USA
Ftalato de bencilo y butilo Sigma 308501, USA
4-Nonilfenol Sigma-Supelco 44-2873, USA
4-terc-Octilfenol Sigma-Supelco 4-8557, USA
Dimetilsulfoxido Sigma D2650, USA
Etanol Winkler AL0205, Chile
Entellan® Merck 107960, USA
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent, 5067-1511, USA
Recombinant DNase I (rDNase I) Life Technologies, Reino Unido
GoTaq®qPCR and RT-qPCR Syztems Promega, Chile
E.Z.N.A.® Total RNA Kit I Omega Bio-tek, R6834, USA

Kit Western lightning chemiluminescense

PErkinElmer, Inc, USA
reagent plus

TRIzol Invitrogen, USA
SuperScript® Reverse Transcriptase Invitrogen, 18064014, USA
Taq DNA polymerase Invitrogen 10342020, USA
M-MLYV Reverse Transcriptase Promega M1701. USA
SYBR® Green Supermix Bio-Rad, 1708880, USA
2x SYBR Green Fast gPCR Master Mix Biotool, Reino Unido

TagMan® Universal Master Mix 11 Thermo-Scientific, 4440040, USA
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Tabla 3. Principales soluciones usadas en este objetivo.

Nombre Composicion

NaCl 136 mM, KCI 2.6 mM, Na,HPO4 8 mM, KH,PO4 1.7

PBS mM, pH 7,4 agua csp
PBS-Tween NaCl 135 mM, KCl 2.6 mM, Na;HPO4 8§ mM, KH,PO4 1.7
mM, 0.1% Tween-20, pH 7.4, agua csp.
PBS-BSA NaCl 136 mM, KCI 2.6 mM, Na,HPO4 8 mM, KH,PO4 1.7
mM, 1% BSA, pH 7,4, agua csp.
Agua DEPC
(d%etilpirocarbonato) 0.1% DEPC (v/v).
Tampon TAE Tris 1.6 M, acetato sodico 0.8 M, EDTA 40 mM, pH 7.2,
agua csp.
Tampén RIPA NaCl 150 mM, Tris 50 mM, 1 mM NAF, 1% NP40 (v/v),
pH 7.4 agua csp.

Coctel inhibidor de Proteasas

(leupeptina, Aprotinina, Peptatina, PMSF)

Inhibidores de Fosfatasas

NaV04 200 mM, agua csp.

Bis —Acrilamida

30% Acrilamida, 0.8% Bis-acrilamida (p/v)

Tampon Tris-HCI

1.5M pH 6,8 agua csp.

Tampon Tris-HCI

1.5M pH 8,8 agua csp.

Tampon de carga 4X

TrisHCI IM pH 6.8, glicerol 10% (v/v), SDS 10%, Azul de
bromo fenol 0,2%, DTT 1.2%, B-mercaptoetanol 2% (p/v).

Tampon de corrida de
electroforesis de proteinas

Tris 25 mM, glicina 0,2 M, 0.1 % SDS, pH 8,3 (v/v).

Tampon de Transferencia de
proteinas

Tris 25 mM, glicina 0,2 M, 0,1 % SDS, 20% metanol, pH
8,3 (v/v).

Solucién de Bloqueo para
proteinas (PBS-Tween-3%
leche)

NaCl 136 mM, KCI 2.6 mM, Na,HPO4 8 mM, KH,PO4 1.7
mM, 0.1% Tween-20, 3% leche descremada, pH 7.4, agua
csp.

Solucién tampdn de

50 mM Tris-HCI pH 8.8, 2 % [w/v] SDS; 6 M urea; 30 %

equilibrado [v/v] glycerol
Medio DMEM-F12 (Gibco, Cat No: 11320033, 11320074, 11320082
life tecnology)

Medio No Capacitante

NaCl 99,2 mM, KCl 2,69 mM, MgCl, 0,5 mM, Na,HPO4
0,314 mM, CaCl; 1,79 mM, lactato de sodio 21,5 mM,
piruvato de sodio 0,5 mM, Glucosa 5,5 mM, 0,063 mg /ml
de penicilina g sddica, 0,050 mg / ml de estreptomicina mas
Hepes 10 mM y NaCl 115 mM

Medio Capacitante

NaCl 115 mM, KCl 2,69 mM, MgCl, 0,5 mM, Na;HPO4
0,314 mM, CaCl; 1,79 mM, lactato de sodio 21,5 mM,
piruvato de sodio 0,5 mM, Glucosa 5,5 mM, 0,063 mg /ml
de penicilina g sddica, 0,050 mg / ml de estreptomicina,
NaHCO3 25 mM y BSA al 3%




Tampon de lisis de células
somaticas
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SDS al 0,1%, Triton X al 0,5% en agua tratada con DEPC

Solucion Azul Brillante de
Comassie

Comassie Brillant Blue al 0,22% en metanol al 50% y acido
acético al 10%

Solucion de 1P

Yoduro de Propidio (IP) 3 uM, agua csp.

Tabla 4. Principales sistemas operativos y programas usados durante esta tesis doctoral.

Sistema Operativos y Programas

Adobe Photoshop 7.0, USA

Image J, USA

PDQuest Advance 8.0, Bio-Rad USA

Multiexperiment viewer 4.6.0, USA

Cytoscape 3.1, USA

Ingenuity pathway analyze (IPA), Qiagen, USA 01-06

Olympus Fluowiew 1.4, Japon

GraphPad Prims 8, USA

PRINSEQ, USA

STAR, USA

HTseqg-count, USA

EdgeR, USA

Cytoscape, USA
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Tabla 5. Principales bases de datos y herramientas web, usadas en este objetivo.

Bases de Datos Direccion web

iﬁﬁgsrgeg;BszzircclI; ?l"coa(il”) http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
ENSEMBL http//www.ensembl.org/index.html

FastQC www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/
IsomiRage http//cru.genomics.iit.it/[somirage/

MirBase http//www.mirbase.org/

?ﬁg%ﬁléze Genome http//www.informatics.jax.org/

miRWalk http//zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/
Trimgalore htpp://www.bioinformatics.b:rbGraham.ac.uk/proj ects/trimgal
Net-primer http//www.premierbiosoft.com/

Pubmed www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
TargetScanHuman http//www.targetscan.org/

Uniprot http//www .uniprot.org/

Genecards http://www.genecards.org/

FASTOC htpp://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/j
PRIMER BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
OligoAnalizer Tool https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer/
miRDB http://www.mirdb.org

MicroCosm Targets https://tools4mirs.org/softv::rr;/ertr;jma_databases/microcosm-
microRNA database https://www.mirbase.org
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Tabla 6. Descripcion, secuencia y eficiencia (E) de las parejas de cebadores empleados en
este objetivo.

Se detalla en colores si las eficiencias de las parejas de cebadores se determinaron: Negro,

durante esta tesis. ND = No determinada. Rojo, determinada previamente en el laboratorio.

Gen Forward Reverse E
Cyp19a1 ATTGGCATGCACGAGAATGG ATTGGCATGCACGAGAATGG 1.71
Gapdh GCTGATGCTCCCATGTTCGTGAT GTGGTGCAAGAGGCATTGCTGAC 2.1
Acr ACG TGTGGACCTCATTGAC GTAGTCCCAGGTGGCTGTGT 1.91
Prm 1 CAAAATTCCACCTGCTCACA ACGCAGGAGTTTTGATGGAC 2.08
Panx1 GTGGCTGCACAAGTTCTTC CTCTGCCCCACATTCTCAGT 1.97
Retn AAGCCATCGACAAGAAGATCAAA TCCAGCAATTTAAGCCAATGTTC 1.81
Erf GGAATCTCTTCCCAGCAGCA GGGACCACATTTTTGCACTT 1.94
B2m TTCTGGTGCTTGTCTCACTGA CAGTATGTTCGGCTTCCCATTC ND
Pre-mir let7f |GATTGTATAGTTGTGGGGTAGTGA TCAGGGAAGGCAATAGATTGTA 1.87
Pre-mir let7b |GGGTGAGGTAGTAGGTTGTGTG CAGGGAAGGCAGTAGGTTGT 1.86
Pre-mir let7a |GGTAGTAGGTTGTATAGTTTTAGGG TCACCTTAGGAAAGACAGTAGATT | 1.84
Pre-mir 7d AGGAAGAGGTAGTAGGTTGCATAG TAAGAAAGGCAGGCTTG 2.2
Pre-mir 7g GGCTGAGGTAGTAGTTGTACAGTT AGGCAGTGGCCTGTACAGTTA 1.85
Pre-mir92a |CTTTCTACACAGGTTGGGATCG CCAAACTCAACAGGCCGG 1.72
Pre-mir 200b |CCGTGGCCATCTTACTGG TCCGCCGTCATCATTACC 2.02
Pre-mir 30b |ACCAAGTTTCAGTTCATGTAAACA CAGCTGAAGTAAACATCCACCTC ND
Pre-mir 122 |AGCAGAGCTGTGGAGTGTGA GCCTAGCAGTAGCTGTTTATGGTGA| 1.83
Pre-mir 203 |GCTGGGTCCATGGGTTCTTA GCCGGGTCTAGTGGTCCTA ND

Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en este objetivo.

Anticuerpo Procedencia N° de Tipo/Huésped Dilucion

Primario Catalogo pg/ml

CYPI19A1 Abbexa abx001773 Policlonal/Conejo 0.43

Erp Abbexa abx 172293 Monclonal/Ratéon 0,4

B-ACTINA Abbexa abx005572 Policlonal/Conejo 0,007

B-TUBULINA | Innovative 32-2600 Monoclonal/Raton 0,1
Research
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Anti-conejo-HRP

Inc, USA

Anticuerpo Primario Procedencia Tipo/Huésped Uso |Dilucion
CPL Biologicals,
WB |1 en 5000
Anti-raton-HRP Inc, USA -
CPL Biologicals,
WB |1 en 5000

10.2. Niveles plasmaticos de E2 y Testosterona.

Finalizando el tratamiento, los machos (75 dias de edad) fueron pesados y anestesiados

mediante la administracion intraperitoneal de ketamina/xilazina (80 y 8 mg/kg,

respectivamente). Luego, se recolectaron muestras de sangre mediante puncion cardiaca y

posterior a su coagulacion se centrifugaron a 2300 g a 4 °C durante 10 minutos para recolectar

suero. Finalmente, las muestras se almacenaron a 280 °C hasta su medicion. La testosterona

y el E> plasmatico, se midieron por duplicado en el servicio de radioinmunoensayo de la

Pontificia Universidad Cat6lica de Chile. La sensibilidad y los coeficientes de variacion (CV)

intraensayo o interensayo para el ensayo de testosterona, fueron 128 pg / mL y CV, 5,8 y

10,6, respectivamente; y los del ensayo de 17b-estradiol fueron 34 pg/ mLy CV, 8,4y 14,4,

respectivamente.
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10.3. Medio de extraccion “in vitro” de espermatozoide de raton.

Se recuperaron espermatozoides de la cola del epididimo de raton en medio no capacitante
(MNC), que es un medio de Whittingam modificado[276]. La concentracion final de

espermatozoides se determind utilizando una cdmara de Neubauer.

10.4. Obtencion y preparacion de los espermatozoides de raton.

Después de sacrificar los machos por dislocacion cervical, se extrajeron las colas del
epididimo y conductos deferentes, trasladandolos a una capsula Petri con 300 ul de MNC,
por 15° a 37 °C, permitiendo la salida de los espermatozoides por swim out. La concentracion
final de espermatozoides se determiné utilizando una cdmara de Neubauer. Para todos los
experimento que implicaron evaluacion de la reaccion acrosdmica o evaluacion del
porcentaje de FIV, se diluyeron alicuotas de la suspension original de espermatozoides hasta
alcanzar 2-5 x10° células / ml en 0,5 ml de medio capacitante fresco (MC) [277]. Por otro
lado, en aquellos experimentos en que se requirid extraccion de RNA, para obtener una
poblacion pura de espermatozoides libre de células somaticas, las muestras extraidas se
centrifugaron a 500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego se lavaron dos
veces sucesivas en tampon PBS, posteriormente, se elimin6 el sobrenadante. El pellet de
espermatozoides se traté con tampon de lisis de células somaticas y shock térmico (4 °C, 30

min). Posteriormente luego de dos lavados con PBS, el pellet de espermatozoides se observo
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bajo el microscopio para verificar la eliminacion de células somaticas. Finalmente, los

espermatozoides se sometieron a los procedimientos de extraccion de RNA y de proteina.

10.5. Evaluacion de la Reaccion Acrosomica por tincion con azul brillante de
Coomassie (CBB).

Luego de realizar los experimentos ya sefalados, los espermatozoides se fijaron en 1
volumen de paraformaldehido al 4% recién preparado en tampon PBS, durante 1 h a 48 °C,
se lavaron con acetato de amonio 0,1 M (pH 9) mediante centrifugacion a temperatura
ambiente a 3000 g durante 10 min, se montaron en portaobjetos y que se secaron al aire. Los
portaobjetos se lavaron mediante inmersiones sucesivas en agua, metanol y agua (5 min cada
una) y luego se incubaron en soluciéon de CBB durante 2 min. Después de la tincion, los
portaobjetos se lavaron minuciosamente con agua destilada, se montaron en Entellan
(Merck®, Dermstad, Alemania) y se observaron inmediatamente para evitar su difusion. Los
espermatozoides se consideraron con "acrosoma intacto" cuando se observo una tincion azul
brillante en la region dorsal del acrosoma o como " acrosoma reaccionado" cuando la tincion

era irregular o ausente.
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10.6. Fecundacion “in vitro”.

Los espermatozoides capacitados (incubados en MC por 120 min) en una concentracién de
1x 10 espermatozoides por pocillo’ se co-incubaron con los ovocitos contenidos el cimulo
ooforo de hembras de control (hembras de 30 dias con fertilidad probada) en una incubadora
a37°C, 21% Oz y 5% CO», durante 24 h. La tasa de fecundacién se evalu6 observando bajo

el microscopio y calculando el porcentaje de embriones de dos células.

10.7. Determinacion de los niveles proteicos de CYP19A1 y ERf en espermatozoides.

Posterior a la extraccion, los pellets de espermatozoides se lavaron por centrifugacion a
10000 g, una vez en PBS frio, eliminando el sobrenadante y se congelaron a -80 °C con
inhibidores de proteasas y fosfatasas. La cantidad de proteinas se estandarizd con una
concentracion de 1x10° espermatozoides. En el caso de la linea celular los pellets se re
suspendieron en 50 pl de tampodn de lisis RIPA y con inhibidores de proteasas y fosfatasas.
Se incubaron por 1 h a 4 °C y luego se sonicaron (Branson sonifier 150, Merck®). Los
componentes insolubles se removieron por centrifugaciéon a 1,500 g por 10 min. El
sobrenadante se aislo y se cuantifico la concentracion de proteinas por el método de
Bradford, usando como patron estandar una solucién de BSA en diferentes concentraciones
(1,34 pg/ul). En cuanto a los espermatozoides, los pellets (a 4 °C) se re suspendieron en 20

ul de tampon de carga y se sometieron a un pipeteo suave. En ambos casos, las alicuotas de
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proteinas, se cargaron en cada linea de un gel de acrilamida al 10% y se sometieron a
electroforesis. Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de PVDF
(Inmuno-Blot PVDF Membrane, BioRad, Richmond, CA, USA) utilizando un aparato de
electrotransferencia. Las membranas se bloquearon por 1 h a temperatura ambiente con
tampon de bloqueo y luego se incubaron con los anticuerpos primarios respectivos para
CYP19A1, ERB, en diluciones de 1:1000, 1:2500, respectivamente y como controles de carga
B-tubulina y P-Actina en diluciones de 1:1000, 1:5000, respectivamente (Tabla 7).
Finalmente, se llevd a cabo una segunda incubacion con los respectivos anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante en una solucion de bloqueo durante
2 h a temperatura ambiente. La actividad de la peroxidasa se detectdé mediante una

quimioluminiscencia mejorada (Pierce Biotecnologia, Rockford, IL).

10.8. Extraccion de RNA y reaccion de amplificacion por qPCR y PCR para
determinar niveles de Cypl9al, Erf3 y Pre-miRNAs en espermatozoides.

Luego de la extraccion, la muestra de espermatozoides se sometid al tratamiento descrito
previamente con el tampon de lisis de células somaticas. Para la extraccion de RNA total de
los espermatozoides se empleo el reactivo TRIzol. Una vez aislado, el RNA se tratd con 1

ul (2 U/ul) por cada 10 ug de RNA de rDNasel.

La concentracion e integridad de RNA fue determinada con un Espectofotdémetro Thermo
Scientific Nanodrop 2000. El cDNA de los genes y del precursor primario (Pri-miRNA) se

sintetizo a partir de 1 ug de RNA por RT Master Mix y cebadores aleatorios. La qPCR se
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realiz6 utilizando 1uM de cebadores y 2XSyBR GreenFast gPCR MasterMix. Los datos de

222 ysando Gapdh y B2m como genes

expresion se normalizaron utilizando el método
endogenos de referencia para mRNAs de espermatozoides[309]. Para corroborar la presencia
de RNA puro de espermatozoides y la ausencia de cualquier rastro de DNA potencialmente
contaminante, se verifico mediante la realizacion de (RT-PCR) utilizando el cDNA extraido
con Kit de transcripcion inversa de alta capacidad seguido de una reaccion en cadena de la
polimerasa convencional (PCR) y una RT-PCR para los controles positivos con partidores
para los genes Acrosina (Acr) y protamina (Prm) y para los controles negativos, que fueron
Panexinal (Panx1) y Resistina (Retn), ausentes en los espermatozoides y presentes en todos
los otros tipos celulares potencialmente contaminantes. Las secuencias de cebadores para
mRNAs y Pre-miRNAs se disefiaron en base a la literatura, usando los programas provistos

por IDT®, Oligo Analizer y PubMed Nucleotides. Para verificar la presencia de cDNA como

control interno se utilizé el método descrito por Livack KJ[310].

10.9. Metodologia para la determinacion de miRNAs y Pre-miRNAs a estudiar.

Los partidores fueron seleccionados en base a la literatura y analizados de acuerdo con las
bases de datos enumeradas en la Tabla 5. Para determinar los miRNAs a estudiar, es decir,
cuales miRNAs podrian modular la expresion de Cypl9al y Erf, en espermatozoides,

usamos la siguiente metodologia:



75

Se realizd una prediccion mediante un analisis bioinformatico de los miRNAs especificos

que modulan una de las principales enzimas implicadas en la produccion de E», Cypl9al y

de uno de los receptores implicados su sefializacion Erf3, en espermatozoides de raton. Para

ello, se utilizaron las bases de datos y/o los programas: TargetScanHuman, miRDB,

MicroCosm, microRNA y miRWalk, correlacionando los siguientes 5 criterios:

a)

b)

Los miRNAs presentes en espermatozoides de raton tienen como blancos
predichos o validados los genes en estudio para la produccion y sefializacion
de E2 (Cyp19aly Erp).

Los miRNAs que segiin evidencia cientifica tienen por blanco los genes
estudiados en células sensibles a Es.

Los miRNAs que estan desregulados en espermatozoides de pacientes con
infertilidad, segun la literatura.

Los miRNAs que son desregulados por DEs, y regulados por Ez, segun la
evidencia cientifica.

Los miRNAs, que, segun la evidencia, regulan la sintesis de E, en otros
tejidos o lineas celulares.

10.10. Extraccion de RNA de espermatozoides y Secuenciacion Masiva.

Luego de la extraccion, la muestra de espermatozoides se sometid al tratamiento descrito

previamente, con el tampon de lisis de células somaticas. EI RNA total se extrajo con

E.Z.N.A.® Total RNA Kit I, y se sometio a un protocolo de digestion en columna DNAsa.

La concentracion de RNA fue medida por fluorometria QuantyFluor y el tamafio/distribucion

del RNA por Agilent 2100. A partir de las seis muestras secuenciadas en este proyecto, con

lecturas no pareadas de 36 bases (36 SE), se realiz6 un analisis de calidad de las secuencias,
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se filtraron y eliminaron las secuencias y adaptadores de baja calidad (phred value>25),
buscando un preprocesamiento o control de calidad de los datos crudos para mejorar la
calidad de las secuencias obtenidas. Se consideraron 4 parametros de filtrado aplicados con
los programas PRINSEQ vy trimgalore[311], remocién de restos de adaptadores de
secuenciacion Illumina (trimgalore), eliminacion de las bases de mala calidad en los extremos
de las secuencias(prinseqoption-Q25), eliminacion de lecturas con un valor phred promedio
menor a 18. Los reportes fueron generados con el software FASTOC, tanto para las lecturas
brutas (raw reads) como para las lecturas post filtro de calidad. En relaciéon a lo anterior,
posterior al filtrado se pudo observar una buena calidad de lecturas. Finalmente las lecturas
trimeadas se mapearon con el genoma de Mus musculus GRCm38 disponible en Ensembl,
empleando el programa STAR[312]. Posteriormente, los mapeos efectivos fueron contados
empleando el programa HTseq-count[313] y se realiz6 el anélisis de RNA-Seq a través de

programa EdgeR[314].

10.11. Analisis estadistico.

Los valores se representaron como el valor promedio + el error estdndar. Al comparar mas
de dos poblaciones se utilizo el t test. Cuando hubo mas de una variable se us6 Anova de
dos vias y post test de Bonferroni o Dunnett’s. El andlisis se realiz6 en el software Graphpad

Prism 8.



77

11. RESULTADOS

11.1. Determinar si NP y DEHP inducen la reaccion acrosémica en espermatozoides
de raton.

Muchos téxicos medio ambientales, tales como los compuestos contenidos en los plasticos,
xenoestrogenos y algunos pesticidas, tienen un impacto negativo en la fertilidad actuando
como DEs[315]. De igual forma, diferentes estudios han sefalado que los DEs pueden regular
procesos fisioldgicos como el movimiento celular, las vias de sefializacion o la secrecion de
proteinas por mecanismos de activacion no estrictamente relacionados con sus efectos
endocrinos (Ej: RA o fosforilacion de proteinas)[316, 317]. En relacion a lo anterior, la RA
es la exocitosis de la vesicula acrosdmica que permite que los espermatozoides atraviesen las
diferentes capas que rodean al ovocito, por tanto, es el paso clave y final de una serie de vias
de sefializacion bioquimicas conocidas como capacitacion, que deben ser experimentadas por
los espermatozoides “in vivo” o “in vitro” para fecundar el 6vulo. Se ha demostrado que los
toxicos ambientales “in vitro” modulan el estado de capacitacion y los niveles intracelulares
de Ca™ en los espermatozoides humanos, lo que sugiere que podrian modular la RA y la
fecundacion. Por ello, para este objetivo, usamos espermatozoides maduros aislados de la
cola del epididimo e incubados en condiciones capacitantes con distintas concentraciones de
NP o DEHP, como se describi6 anteriormente, la RA se evaludé por medio de la tincién de
CBB. Los resultados mostraron que en el caso de NP (Figura 11A), la RA aumentd en relacion
al vehiculo (incubado en MNC+ etanol) tanto a concentraciones bajas como, en las dos mas

altas, pero no en la concentracion intermedia. Esta curva sugiere que la accion del NP podria
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ser bimodal, pero no se realizaron anélisis posteriores para comprobar esta observacion. En
cuanto al DEHP (Figura 11B), se observd un aumento de la RA ya a los 0,56 mM, que
incrementd a los 2,8 mM. A concentraciones mayores, el % de RA inducido por DEHP
comenzo a bajar, pero aun fue mayor que el control, hasta llegar a un valor similar al control
a los 280 mM. Es importante sefialar que las menores concentraciones de DEHP y NPO que
indujeron la RA se encuentran en el rango de aquellas encontradas en muestras humanas, por
lo que estos resultados son relevantes a la fisiologia humana[318-324]. Ademas, se realizo
una segunda aproximacion experimental utilizando espermatozoides transgénicos que
expresan un segmento de la proteina Acrosina fusionada a la Green Fluorescent Protein
(GFP) [685]. Estos espermatozoides presentan solo el acrosoma fluorescente, que se pierde
cuando ocurre la RA. Estos ratones ya han sido utilizados previamente en estos ensayos y
tienen la ventaja que la RA se puede analizar por citometria de flujo [685]. Los resultados
mostraron que los espermatozoides incubados en medio capacitante y con 0,1 uM de NP
experimentaron un aumento significativo de la RA (Figura 11D). Debido a que estos ratones
son de un background genético (C57BL/6) distinto a los utilizados previamente (Balb-C), no
es de sorprender las diferencias en los porcentajes de la RA. Los niveles de la RA inducida
por NP fueron menores a aquellos en presencia del ion6foro A23187, el que fue usado como
un control positivo para determinar el porcentaje maximo posible de la RA. Como una tercera
aproximacion experimental utilizamos la sonda fluorescente LysoTracker, la que se acumula
en los organelos acidos, por lo que marca el acrosoma intacto y también a la pieza media
donde se localizan las mitocondrias[278, 325]. De esta manera la pérdida de la fluorescencia
indica un aumento del pH intra acrosomal, lo que es una etapa previa a la RA. A diferencia

de los experimentos anteriores, en este caso incubamos los espermatozoides en condiciones
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capacitantes y no capacitantes con 0,1uM de NP, en ambas condiciones. Los resultados
mostraron que 0,1 uM NP indujo un aumento significativo en la pérdida de la marca de
LysoTracker, a un nivel similar de lo que ocurrié en presencia de 20 uM P4 en condiciones

capacitantes y no capacitantes (Figura 12B).
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Figura 11. NP y DEHP inducen la RA en espermatozoides de raton, en concentraciones
fisiologicamente relevantes.

Luego de la recuperacion de los espermatozoides en condiciones no capacitantes (MNC)
desde la cola del epididimo, los espermatozoides fueron incubados durante 30 min en
condiciones capacitantes en MC+ vehiculo (V) o en MC con concentraciones crecientes y
fisiologicamente relevantes de NP y DEHP (A y B) o s6lo con NP (D). El porcentaje de RA
se evalu6 por tincion de CBB. (A)y(B). En (D), los espermatozoides maduros de raton que
expresan EGFP en el acrosoma, fueron incubados en las mismas condiciones descritas. La
RA fue evaluada por citometria de flujo. Como control de respuesta méxima se indujo la RA
con el iono6foro de calcio A23187(A23). (C) Imagenes de cabezas de espermatozoides tefiidos
con CBB que muestran acrosoma intacto (a, flecha roja) y la pérdida del acrosoma luego de
la RA(b).
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De manera interesante NP también indujo la RA en espermatozoides en condiciones no
capacitantes, a diferencia de lo que ocurri6 con P4. Esto sugiere que los mecanismos
involucrados entre estos dos compuestos son distintos. Alternativamente, es posible que,
dado que LysoTracker es un indicador de pH, NP induzca una alcalinizacion del acrosoma

en el MNC, cosa que no ocurre con P4.
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Figura 12. NP induce la RA en espermatozoides de raton en condiciones capacitantes y
no capacitantes.

A) Imagenes de los espermatozoides con el acrosoma marcado con Lysotraker® Red DND-
99 (flecha blanca), la marca se pierde después de la reaccion del acrosoma. Lysotracker
también marca las mitocondrias en el flagelo de espermatozoide. B) Se incubaron
espermatozoides de raton marcados con Lysotraker® Red DND-99 En MNC +V o en MC
+V, durante 120 min y luego se trataron durante 15 min con 0,1 pM de NP o 20 uM P4. El
porcentaje de RA se evalud como la pérdida de la fluorescencia de Lysotraker® Red DND-

99 de la region acrosomica. El nticleo ubicado en la cabeza del espermatozoide se marcd con
4, '6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).
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11.2. Evaluar si NP modula la capacitacion alterando la fosforilacion de sustratos en
Ser/Thr, fosforilacion de sustratos en Tyr y la activacion de PKA.

La activacion de la PKA es uno de los eventos relevantes que ocurren durante la capacitacion
en mamiferos. Para estudiar la posibilidad de que NP afectara la sefializaciéon mediada por
esta enzima, en primer lugar, evaluamos si su activacion en presencia de este compuesto. Al
respecto, nuestra aproximacion experimental inicial, fue examinar la activacion de PKA
mediante la evaluacion de la fosforilacion de residuos de Ser/Thr, en extractos totales de
proteinas de espermatozoides incubados en condiciones capacitantes o no capacitantes. Los
resultados mostraron un aumento en el patron de proteinas (nimero de bandas) fosforiladas
en Ser/Thr en presencia de concentraciones crecientes de NP, en relacion con aquellos
incubados sin este compuesto (Figura 13A y C). Es interesante que, en condiciones no
capacitantes, se observo un aumento en el patron de fosforilacion en Ser/Thr cuando los
espermatozoides fueron incubados con 0,1 o 1 uM de NP en comparacion con aquellos
incubados en las mismas condiciones, pero sin el compuesto (Figura 13C). Resultados
similares se obtuvieron cuando se analiz6 el patron de fosforilacion en tirosina, pero a
diferencia de lo anterior, en condiciones no capacitantes el patron de marca fue igual a
aquellos incubados en condiciones no capacitantes y sin NP. En ambos casos solo se detectod

una banda de 90 kDa que corresponde a una proteina inespecifica.
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Figura 13. NP induce la fosforilacion de sustratos de PKA en condiciones capacitantes y
no capacitantes.

Los espermatozoides maduros se incubaron en condiciones capacitantes (MC) o en
condiciones no capacitantes (MNC) durante 2 h, en presencia o ausencia de concentraciones
fisiologicamente relevantes de NP. La fosforilacion de los sustratos de PKA (pPKAs) o de
sustratos de Tirosina (pY's) fue similar en el caso de los espermatozoides incubados en MC
(A, B). Por el contrario, los espermatozoides incubados en MNC con NP mostraron un
incremento un en la fosforilacion de pPKAs en comparacién con los espermatozoides
incubados solamente en MNC (C), la que fue similar a la de los espermatozoides incubados
en MC (A). Por otro lado, no hubo un incremento en la fosforilacion en Tyr, en los
espermatozoides incubados en MNC y NP (D). N=3

La subunidad catalitica de la PKA se fosforila en la Thr-197 del sitio activo, y es un
mecanismo conservado de su regulacion en células somaticas. Estudios previos en ratén y
cerdo han mostrado que este residuo es fosforilado luego de la incubacion con [Sp-5,6-

dichloro-1-b-D-ribofuranosylbenzimidazole-30,50-monophosphorothioate  (cBiMPS) un




&3

analogo de cAMP[274, 326]. Por ello nuestra segunda aproximacion experimental para
evaluar si NP inducia la activacion de PKA, fue determinar la fororilacion de Thr-197en la
sub unidad catalitica a, por medio de Western Blot usando un anticuerpo especifico que
reconoce solo este residuo fosforilado. Para ello, los espermatozoides de raton recuperados
de la cola del epidipidimo se extrajeron en MNC y luego se incubaron en MC y se evaluo la
fosforilacion de PKA. Los resultados mostraron que ya partir de 1 min de incubacion con 0, 1
mM NP se indujo un aumento en los niveles de inmunoreaccion con el anticuerpo andti-
Thr197 (Figura 14A y C). Por otra parte, al realizar este mismo experimento, pero en
presencia de H89, un inhibidor del PKA, no observamos aumentos en la inmunoreaccion

(Figura 14B).
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Figura 14. NP en concentraciones fisiologicamente relevantes, aumenta los niveles de
PKA fosforilada (Thr-197) en espermatozoides de raton.

El anticuerpo contra el residuo Thr197 fosforilado de la subunidad catalitica o, muestra una
banda més intensa en los espermatozoides incubados con NP condiciones en capacitantes (A)
y no capacitantes (C) en comparacion con los incubados en ambas condiciones con V. El
incremento en la intensidad de la inmunoreaccion es similar en los espermatozoides
incubados con NP en todos los tiempos de incubacion (A y C) en comparacion a V. La
presencia de H89 en la etapa de recuperacion de los espermatozoides desde la cola del
epididimo, previene el aumento de la fosforilacion de la subunidad oo PKA. (B) Se detecto
una sefal significativamente mas alta de la subunidad oo PKA fosforilada, tan pronto como
al minuto de incubacidon con NP, en condiciones capacitantes y no capacitantes (A y C). Los
niveles de proteina se normalizaron por la relacion entre o pPKA, y o PKA B-tubulina. N =
6y 3. ***p<0,0001.
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11.3. Resultados Objetivo General N°2 (Modelo de exposicion cronica murina “in
vivo™).

“Investigar si la administracion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles

modifica la capacidad de fecundacion, el perfil de RNA, los niveles de expresion de la

enzima aromatasa (Cypl9al) y del receptor nuclear de estrogeno Erf, via la

desregulacion de los microRNAs que los modulan, en espermatozoides de raton”.

11.3.1. Determinar el efecto cronico como disruptor endocrino, de una mezcla de

ftalatos y alquilfenoles en ratones macho.

11.3.2. Determinar si la exposicion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles

a ratones macho afecta la capacidad de fecundacion de los espermatozoides.

Para realizar estos objetivos se procedid a utilizar el modelo experimental ya descrito en la
seccion correspondiente. Los resultados mostraron que al destete los machos experimentaron
una aumento significativo en el peso corporal solo con la mezcla en la dosis menor
(1mg/Kg/d, Figura 15A), pero que a los 75 dias de edad este aumento de peso en relacion a

los controles se observo solo en la con la mezcla en la dosis mayor (10 mg/Kg/d, Figura 15B).
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Figura 15. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles incrementa el peso corporal de los
ratones expuestos.

La exposicion cronica a ftalatos y alquilfenoles aumenta significativamente el peso de los
machos al destete (A) y pero su efecto es menor a los 75 dias de vida (B) en ratones expuestos
en comparacion con los ratones tratados con vehiculo (V).

Posteriormente, se evaluaron los niveles plasmaticos de testosterona y E> (Figura 16). Los
resultados mostraron que los niveles plasmaticos de testosterona disminuyeron
significativamente en los machos adultos tratados con ambas dosis de ftalatos y alquifenoles
(Figura 16A). Por otro lado, los niveles de E> fueron similares entre los ratones tratados con
ambas dosis de la mezcla y aquellos tratados solo con vehiculo (Figura 16 B). Ademas al
razén testosterona/estradiol (T/E2) se vié disminuida en los ratones adultos tratadoscon
ambas dosis, en relacion a los vehiculos (Figura 16C). Dado los resultados anteriores, se
escogio seguir trabajando solo con los ratones expuestos a la dosis menor de la mezcla, lo

que se fundamenta en que: 1) es la dosis de la mezcla que refleja las concentraciones a que
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los humanos estamos expuestos en condiciones no-ocupacionales; 2) pudimos determinar

ciertas alteraciones en parametros reproductivos que la hicieron interesante en seguir

estudiando.
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Figura 16. La mezcla de Falatos y Alquilfenoles actiia como disruptor endocrino
alterando el balance testosterona/estradiol en ratones expuestos.

Los ratones machos de 75 dias se anestesiaron via IP, la sangre se extrajo por puncion
cardiaca y los niveles hormonales plasmaticos fueron determinados mediante RIA. La
exposicion cronica a ftalatos y alquilfenoles disminuye significativamente los niveles
plasmaticos de testosterona(T) (A) y la razon T/E»(C), sin modificar los niveles plasmaticos
de E» (B), en ratones expuestos en comparacion a los machos V.

En cuanto a los pardmetros reproductivos, los resultados mostraron que los ratones adultos
tratados con ambas dosis tuvieron una reduccion de los espermatozoides epididimales en
comparacion con aquellos tratados con vehiculo (Figura 17A). Posteriormente quisimos
explorar si solamente ocurrié una reduccion en la cantidad de espermatozoides o si ademas
tenian alguna alteracion en su capacidad de fecundacion. Primeramente se evalud la RA “in

vitro”, como uno de los eventos claves que debe experimentar esta célula para lograr la
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fecundacion. En esta etapa decidimos continuar evaluando solo la mezcla menor ya que es la
que refleja la exposicion no-ocupacional en humanos. Los resultados mostraron que los
espermatozoides de los ratones tratados con la dosis de 1 mg/Kg/d experimentaron niveles
similares de la RA espontanea, pero ésta fue mayor que los controles en presencia de P4, el
que es un inductor natural de este proceso (Figura 17B). Luego estudiamos si el tratamiento
con esta mezcla de ftalato y alquilfenoles alterd la capacidad de fecundacion. Para esto
decidimos evaluar la tasa de fecundacion “in vitro” como el porcentaje de embriones que
llegaron al estado de dos células (Figura 17C, D). Los resultados mostraron que hubo una
reduccion en el procentaje de embriones de dos células (como una aproximacion a la tasa de
fecundacion) en aquellos ovocitos que fueron incubados con espermatozoides de los ratones

tratados con la mezcla, en relacion a los tratados con vehiculo.
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Figura 17. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles actia como disruptor endocrino
disminuyendo la capacidad de fecundar de los espermatozoides de ratones expuestos.

La exposicion crénica a ftalatos y alquilfenoles disminuye significativamente la
concentraciéon de espermatozoides en ratones expuestos (A). Luego de la extraccion, los
esperamtozoides se incubaron en condiciones capacitantes durante 120 min y se co-
incubaron con P4, los ultimos 15min. La RA fue evaluada por tincion de CBB. La RA
aumenta significativamente en los espermatozoides de ratones tratados en comparacion con
los tratados con V(B). Los espermatozoides extraidos fueron incubados en condiciones
capacitantes y luego co-incubados durante 24 h con ovocitos de hembras adultas control. La
FIV fue calculada por el porcentaje de embriones de 2 células. El porcentaje de FIV
disminuy6 significativamente en los espermatozoides de ratones expuestos (C). Imagen
reperesentativa de un ovocito sin fecundar (flecha roja) y de un ovocito fecundado en estadio
de embrion de 2 células(flecha gris) (D).

En conclusion, el tratamiento con ambas dosis, pero en particular con aquella que refleja la
exposicion no-ocupacional (1mg/Kg/d) induce, en ratones machos tratados desde la

concepcion hasta la adultez, alteraciones hormonales, en particular en parametros
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relacionados con la fecundacién. Dado estos resultados pensamos que, debido a que el
tratamiento se realiz6 con disruptores endocrino, se produjo alguna alteracion en la
maquinaria génica que lleva a la produccion de espermatozoides. Como una manera de
aproximacion a responder a esta pregunta, decidimos evaluar el estado del RNA en estas

células.

11.3.3. Determinar si la exposicion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles
a ratones macho modifica los niveles y perfil del RNA de los

espermatozoides.

Para desarrollar este objetivo, se extrajeron espermatozoides maduros de la cola del
epididimo, en las condiciones ya explicadas previamente, y posteriormente se extrajo RNA
total. Los resultados mostraron que hubo un aumento en el contenido del RNA total
evaluado en funcion de la cantidad de espermatozoides (Figura 18A) o del volumen de la
muestra (Figura 18B), en espermatozoides extraidos de los ratones tratados con la mezcla

en relacidn a los tratados con vehiculo.

Ademas, estudiamos si este aumento en la cantidad de RNA total tenia la misma
composicion o se encontraba alterado en relacion a los controles. Para esto, el RNA extraido
se sometio a una electroforesis (Figura 18C) y luego se cuantifico la intensidad de cada una
de las bandas. En la parte superior de la Figura 18C se muestra el perfil electroforético de
los espermatozoides extraidos de los ratones tratados con vehiculo (a) y en la inferior en

aquellos provenientes de los ratones tratados con la dosis de 1 mg/Kg/d (b).
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Como se observa en la figura el patron general es diferente entre las dos muestras. Destaca
un aplanamiento en la curva en la zona entre los 200 y 1000 nt, lo que refleja una
disminucion en los niveles en esta poblacion de RNAs. También se observan tres picos que
corresponden a la zona donde migran los RNA ribosomales (rRNAs) de las subunidades
18S y 28S. Es probables que estos rRNAs se observen mas claramente en los ratones
expuestos debido a la disminucion importante en los otros RNA que los podrian haber
estado enmascarando. Por ltimo, los resultados mostraron un aumento en los RNA

correspondientes a la zona de alrededor de los 100nt (Figura 18C, flecha roja).
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Figura 18. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles modifica la concentracion, contenido
total y perfil electroforético del RNA de los espermatozoides de ratones expuestos.

Los espermatozoides se extrajeton, la concentaracion y el perfil electroforético se evalud de
acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. La mezcla de ftalatos y alquilfenoles aumenta
significativamente la concentracion de RNA/10° y RNA/ng/ul en los espermatozoides de
ratones expuestos (A, B) y modifica la distribucioén y tamafio electroforético, mostrando
prescencia las subunidades ribosomales 18S /28S en espermatozoides de ratones expuestos
en comparacion a los de ratones V.(C). Trazado de electroferograma representativo del RNA
de espermatozoides de ratones expuestos (b) y espermatozoides de ratones V (a).
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Por otro lado, buscando tener una perspectiva global y visualizar si existia una expresion
diferencial de genes contenidos en el RNA de espermatozoides de ratones expuestos (EE) y
de espermatozides de ratones tratados con vehiculo (EC), empleamos modelos estadisticos
para el andlisis integrativo de experimentos multi-transcriptomicos, como fue este caso.
(Figura 19A , B y C). Estos andlisis nos entregaron informacion sobre la expresion diferencial
global del transcriptoma total de las tres muestras de espermatozoides de ratones expuestos
(EE) y de ratones control (EC) y a la vez nos permitieron visualizar las similitudes de
expesion de genes entre los tes grupos de EE y EC. En la Figura 19A observamos una matriz
de correlacion (Corrplot) en que se analiza la asociacion entre dos variables, en este caso los
genes expresados los grupos EE y los grupos EC. Este tipo de interpretacion determina cual
es la proporcion total de Y que puede ser explicada por la variacion en X, empleando el
coeficiente de determinacion (1% )o indice correlacion, que puede variar entre -1 y +1 como
medida de la proporcion de variabiliadad de una variable. En este tipo de analisis, un r = 0
significa que no hay relacion entre las dos variables, un r positivo indica que ambas variables
varian en el mismo sentido y un r negativo significa que a ambas variables varian en sentidos
opuestos, mientras mas lineal sea la figura geométrica nos indica que hay una mayor
dependencia entre ambas variables y mientras mas eliptica sea la figura hay una menor
dependencia llegando a ninguna dependencia (0) con una figura representada en el grafico
como una elipse. Por tanto en nuestro Corrplot (A) observamos que cada cluster de genes
estaba representado por una figura geométrica que ocupaba un lugar en el espacio y que las
similitudes entre estos grupos de genes tenadn relacion con el espacio y cercania en la matriz
Los cluster de genes que estaban en la parte superior tienen indices de correlacion positiva 'y

los de la parte inferior negativa, los cluster cuya figura geométrica es cercana a lo lineal
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muestran que la correlacion de la expresion es dependiente y si la figura geométrica es similar
a una elipse significa que su correlacion no es dependiente o no existe correlacion. Por tanto
nuestros resultados mostraron que los genes expresados en las muestras EE son diferentes a
los expresados en las muestras EC y que no hay una correlacion en la expresion diferencial
de genes entre cada uno de los grupos. De igual forma, en la figura 19B oservamos el grafico
MDS (multidimensional scales plot of distance), que es un grafico de dispercion, que nos
mostro las distancias o disimilitudes entre los grupos de genes expresados en EE y EC. En
este caso, nos llamo la atencion la separacion entre los dos grupos, es decir, las muestra de
espermatozoides expuestos (EE 1, EE 2, EE 3) se encuentran al lado positivo del eje X y
las muestras de espermatozodes tratados con V se encuentran al lado negativo del eje X
(EC _1,EC _2,EC 3), evidenciando una clara diferencia en la expersion de genes entre ambos
grupos y a la vez la similitud entre las muestras de repeticion de cada uno de ellos. Finalmente
en la figura 19C usamos una matriz de expresion visual (heat map) donde la intensidad de la
fluorescencia nos indica el nivel de expresion de un gen. En color rojo observamos la sobre
expersion, en color verde la subexpresion y en color negro mostr6é que no hay cambios en la
expresion. Al respecto, nuestros resultados mostraron que cluster de genes sobre expresados
en los EE estan sub expresados en los EC e igualmente, en forma contraria, ademas que
existi6 mayor similitud en las repeticiones de los grupos de EE y de EC, corroborando los

resultados obtenidos en Ay B.
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Figura 19. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles indujo una expresion diferencial
global de genes en los espermatozoides de ratones expuestos.

El RNA de los espermatozoides se sometio a los procedimientos descritos en materiales y
métodos. En (A, B, C) se muestran mapas visuales. (A) Corrplot con todas las comparaciones
posibles entre grupos de genes de las 6 muestras, en donde en rojo estd senalado -1
(correlacion negativa) de un coeficiente r? y en azul 1 de un coeficiente r? (correlacion
positiva) el valor es cercano a 0 muestra que no hay correlacion, representado por una figura
similar a una elipse. (B) Andlisis de escalamiento multidimensional (MDS). (C) El heat map
de los genes con mayor variacion que mostrod que las muestras de RNA de espermatozoides
de ratones expuestos (EE) es significativamente diferente a las muestras de los
espermatozoides de ratones V y que las réplicas de ambos grupos son similares. El
dendograma de la parte superior muestra la relacion entre las réplicas y el dendograma del
lado izquierdo muestra la relacion entre los genes seleccionados.

El analisis de correlacion global, de MDS plot y el heat map, sefialaron que las muestras de
RNA de los espermatozoides de ratones expuestos (EE) eran significativamente diferentes a

las de ratones V (EC) y que las réplicas de cada uno de los grupos eran similares entre si (19

A, B, Q).
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Posteriormente, quisimos determinar si los tipos de RNA contenidos en los espermatozoides
de ratones control (V) era similar al encontrado en otras investigaciones y si este perfil se
mantenia en los espermatozoides de ratones expuestos. El analisis mostré que, luego de
obtener mas de 184.000 lecturas en el RNA de espermatozoides de ratones control, se
lograron identificar 881 secuencias asociadas con distintos tipos de RNAs (Figura 20A). Para
fines de esta tesis a estas secuencias identificadas las llamaremos “genes”. Los resultados
mostraron que en los espermatozoides controles la mayor proporcion (en cuanto al nimero
de lecturas, que es una medida de la abundancia de cada molécula) son los rRNAs y los no-
codificantes largos y los no-codificantes intergénicos (IncRNA/lincRNAs). Estos tipos estan
seguidos por los RNA nucleares pequeiios (snoRNAs) y los microRNAS (miRNAs). Este
perfil cambid en el caso del RNA aislado de espermatozoides provenientes de ratones
tratados con la mezcla (Figura 20B). Se pudieron identificar un total de 949 genes (o tipos de
secuencias distintas), y en este caso la mayor proporcion fueron los RNA mensajeros
(mRNAs), seguido por los snoRNAs y los miRNAs. De estos genes, o secuencias,
encontradas, 30% se encontr6 diferencialmente expresado entre las dos muestras (Figura 20C
b) y de estos, la mayor proporcion corresponde a mRNAs (43,6%), seguido por miRNAs

(25,9%) y snoRNAs (16,6%).

Por otro lado, pudimos observar que de aquellos genes que se encontrd estaban
diferencialmente expresados (que correspondieron a un total de 226), alrededor de un 34%
disminuy6 y un 66% aumento su expresion en las muestras tratadas en relacion al control
(Figura 21A). Del total de todos los transcritos, los rRNAs son los que mas disminuyeron, en

contraste con los RNA mitocondriales (mitRNA) que fueron los que mas aumentaron, en
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cuanto a los demas, su distribucion fue variable (Figura 21B). En este mismo sentido, se
encontrd que hubo varios genes que como los miRNAs, que, dada su importancia en el
proceso de regulacion génica, se continud estudiando, ya que, ademds, es una de las
poblaciones que mas cambia con el tratamiento y que alrededor de un 70% de ellos se

encuentra sobre expresado en las muestras tratadas (Figura 21B).

A
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Figura 20. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles modifico el perfil caracteristico de los
RNA contenidos en espermatozoides de raton.

El RNA de los espermatozoides se sometio a los procedimientos descritos en materiales y
métodos. (A) El RNA de espermatozoides de ratones V tiene un perfil caracteristico, en el
que se secuenciaron 881 genes de los 46 mil descritos en ratéon. (B) ElI RNA de
espermatozoides de ratones expuestos tiene un perfil diferente al encontrado en los
espermatozoides de ratones V. (C) En los espermatozoides de ratones expuestos, un 30% de
los diferentes tipos de RNAs se encuentran desregulados en comparacion con los RNAs de
espermatozoides de ratones V.
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Figura 21. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles indujo una sobre y subexpresion de
genes en el RNA de espermatozoides de ratones expuestos.

El RNA de los espermatozoides se sometid a los mismos procedimientos descritos en
materiales y métodos. (A y B) En los espermatozoides de ratones expuestos un 65,7% de los
RNAs desregulados estan sobre expresados y un 34,3% subexpresados y la distribucion
porcentual varia segun el tipo de RNA. (C) En los espermatozoides de ratones expuestos se
expresan 555 genes que no se expresan en los espermatozoides de ratones V.(D) En los
espermatozoides de ratones expuestos no se expresan 568 genes que se expresan en
espermatozoides de ratones V.

Ahora con esta lista de genes, y haciendo uso de las herramientas de ontologia génica (GO)
y de la visualizacion de redes de interaccion molecular integradas a los perfiles de expresion
génica, determinamos los procesos bioldgicos y las funciones moleculares que se encuentran
enriquecidas (alteradas). Los datos sefialan que muchos de los términos de GO que se
encuentran alterados se enmarcan en diversas funciones y uno de los principales es la
regulacion post transcripcional mediada por miRNAs (Figura 22D a y b), ubiquitinacion,

regulacion de la espermatogénesis y organogénesis, entre otros (Figura 22A, B, C).
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Figura 22. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles desregula procesos celulares, de
modulacion fisiologica y del desarrrollo.

El RNA de los espermatozoides se sometieron a los procedimientos descritos en materiales
y métodos. La figura muestra los (A) procesos biologicos, (B) de modulacion fisiologica y
(C) procesos del desarrollo. Los graficos del lado derecho muestran una sobre expresion de
los genes que participan en los procesos bioldgicos afectados y los graficos de la izquierda
una subexpresion de los genes que participan en los procesos bioldgicos afectados. (D, a)
Analisis de redes que sefiala los procesos biologicos que se ven comprometidos por la
desregulacion del los RNA en espermatozoides de ratones expuestos y en (D, b) se muestra
la amplificacion de una zona de la red (cuadrado color rojo) donde se destacan procesos
bioldgicos relacionados con la regulacion génica post transcripcional mediada por miRNAs.
Los ciculos color amarillo en la red, muestran procesos enriquecidos y los circulos blancos

muestran lo opuesto.
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Posteriormente, con el objetivo de realizar andlisis mas especificos y considerando la
relevante informacion recabada con los resultados previos, determinamos los principales
miRNAs cuya expresion se encontrd desregulada en los espermatozoides de los ratones
expuestos. En la Figura 23A, la Tabla 8 muestra los 50 miRNAs mas relevantes sobre
expresados en color negro, los 19 miRNAs sub expresados en color azul y ademas
destacamos 11 miRNAs que son importantes para la regulacion de la espermatogénesis.
Dentro de los 11 destacados encontramos a la familia 34/449 que esta compuesta por seis
miRNAs muy conservados en diversas especies y tipos celulares y que estd compuesta por
los miRNAs 34a, b, c y 449a, b, c. Por otro lado, es importante destacar que dentro de nuestro
analisis bioinformatico previo para determinar los miRNAs que tenian como blanco a
Cypl9al y Erp, predijo a la familia de miRNAs 30, el miRNA 200b, 7b y 92a que también
se encontraron entre los principales 69 miRNAs desregulados en este estudio.
Posteriormente, quisimos relacionar los trascritos desregulados que son blanco de los
miRNAs desregulados en los espermatozoides de ratones expuestos. Para ello, se realizoé un
andlisis de redes donde en la figura 23 Ba pudimos observar cluster de transcritos
desregulados representados en rectangulos celeste que son blanco de miRNAs desregulados
representados en rombos morados. Al realizar puntualmente los cluster de la red,
encontramos a la familia de miRNAs 34/449 que se destacd en un circulo rojo y que tenian
como blanco genes en comtn. En la figura 23Bb se muestra una amplificacion del cluster
regulado por la familia 34/449. En cuanto a transcritos significativos que se encuentran
desregulados en los espermatozoides de ratones expuestos pertenecientes a un mismo
proceso biologico, como la regulacion post transcripcional mediada por miRNAs, se

encuentra sobre expresada la subunidad catalitica Argonauta (4go2) que es una endonucleasa
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componente activo de RISC (complejo de silenciamiento inducido por RNA) cuya funcién
es clivar el mRNA que estd unido por complementariedad a un miRNA o siRNA. Por otro
lado, en relacion al mismo proceso biologico se encuentra sub expresado Dgcr8, la subunidad
del microprocesador, que también es conocida como Pasha (partner of Drosha) que se une a
Drosha para formar el microprocesador que cliva los Pri-miRNAs, el transcrito primario que

al procesarse da origen a un Pre-miRNA y posteriormente a un miRNA.

A) Tabla 8. Principales miRNA sobre o sub expresados en espermatozoides de ratones

expuestos.
Gen log 2FC Nombre Gen log 2FC Nombre
ENSMUSG00000065417 | 6,81422956 miRNA 340 ENSMUSGO00000078038 3,30032652 miRNA881
ENSMUSG00000065493 | 6,2022061 miRNA 34a ENSMUSG00000065409 3,29344681 miRNA 30e
ENSMUSG00000076146 | 6,20174185 miRNA 449¢ ENSMUSGO00000105585 3,29344681 miRNA 30f
ENSMUSG00000104804 | 6,13563385 miRNA 7233 ENSMUSG00000065475 292772384 miRNA27b
ENSMUSG00000065575 | 5,70120823 miRNA 449a ENSMUSG00000105142 2,82097363 miRNA7214
ENSMUSG00000076005 | 542526949 miRNA 547 ENSMUSG00000070078 2,77498161 miRNA 463
ENSMUSG00000106215 | 49011116 miRNA 7218 ENSMUSGO00000065505 244756291 miRNA148a
ENSMUSG00000065587 | 4,7279559 miRNA 34¢ ENSMUSGO00000096832 241502346 miRNA3096
ENSMUSG00000105723 | 4,61559596 miRNA 7210 ENSMUSG00000065527 2,38066905 miRNA 93
ENSMUSG00000106154 | 4,49994326 miRNA 7232 ENSMUSGO00000065503 2,33804896 miRNA 351
ENSMUSG00000106253 | 4,49951914 miRNA 468 ENSMUSG00000065580 2,31707283 miRNA 15b
ENSMUSG00000096628 | 4,45554984 miRNA 871 ENSMUSG00000070073 2,30960129 miRNA 470
ENSMUSG00000105381 | 4,23507764 miRNA 7234 ENSMUSG00000065507 2,27531086 miRNA 204
ENSMUSG00000070071 | 4,23351409 miRNA 465 ENSMUSG00000065476 2,26473737 miRNA 30b
ENSMUSG00000093011 | 4,1553925 miRNA 100 ENSMUSGO00000065564 1,64103696 miRNA 7b
ENSMUSG00000064938 | 4,08169705 miRNA 3068 ENSMUSG00000065500 1,5432871 miRNA 10b
ENSMUSG00000065405 | 4,08109484 miRNA 30a ENSMUSG00000070130 -1,4886475 miRNA 328
ENSMUSG00000094184 | 4,08068686 miRNA 743b ENSMUSG00000098973 -1,9739733 miRNA6236
ENSMUSG00000078017 | 3,90516893 miRNAS883a ENSMUSG00000065492 -1,9755622 miRNA 34b
ENSMUSG00000065610 | 3,89613703 miRNA 29a ENSMUSG00000105200 -2,0464502 miRNA378a
ENSMUSG00000065574 | 3,81276301 miRNA 203 ENSMUSG00000065519 -2,5498291 miRNA 10a
ENSMUSG00000077119 | 3,80697441 miRNA 741 ENSMUSG00000104627 -2,8842266 miRNA3535
ENSMUSG00000078002 | 3,77070014 miRNA 880 ENSMUSG00000065613 -3,0622512 miRNA92a
ENSMUSG00000065445 | 3,72599369 miRNA143 ENSMUSG00000080356 -3,2468317 miRNA1247
ENSMUSG00000098406 | 3,70870082 miRNA 7222 ENSMUSG00000065446 -3,6669204 miRNA 139
ENSMUSG00000098446 | 3,68353487 miRNA 7242 ENSMUSG0000008044 1 -3,7264075 miRNA1249
ENSMUSG00000105913 | 3,67987552 miRNA 5121 ENSMUSG00000098771 -4,0327708 miRNA6538
ENSMUSG00000065410 | 3,63132895 miRNA 298 ENSMUSG00000080452 -4,3477959 miRNA1306
ENSMUSG00000065483 | 3,6159585 miRNA 181c ENSMUSG00000065420 -5,0170677 miRNA142b
ENSMUSG00000098937 | 3,580849 miRNA 7241 ENSMUSG00000105196 -5,0170677 miRNA142a
ENSMUSG00000105778 | 3,48416554 miRNA 7229 ENSMUSG00000065533 -5,1742865 miRNA 205
ENSMUSG00000104840 | 3,43238724 miRNA 7230 ENSMUSG00000065462 -5,4152037 miRNA200b
ENSMUSG00000065529 | 3,33497332 miRNA 22 ENSMUSG00000106471 -6,6544171 miRNA3107
ENSMUSG00000106578 | 3,31897083 miRNA 7217 ENSMUSG00000070084 -6,6544171 miRNA486
ENSMUSG00000065495 -7,4486364 miRNA 150
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Figura 23. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles modifico la expresion de miRNAs y los
genes que tienen como blanco, en espermatozoides de ratones expuestos.

El RNA de los espermatozoides se sometio a los procedimientos descritos en materiales y
métodos.( A) La Tabla N° 8 muestra que la mezcla de ftalatos y alquifenoles induce una
desregulacion de la expresion de miRNAs. En letras color negro los miRNAs sobre
expresados,en letras color azul los miRNA sub expresados y en letras color rojo los miRNAs
relevantes para la espermatogénesis, desarrollo y funcion del espermatozoide y los miRNAs
predichos en este estudio que tienen como blanco a Cypl9al y Erf.(B, a) Andlisis de redes
que muestra los miRNAs desregulados (rombos morados) y sus transcritos blanco
desregulados (rectangulos celestes), en los espermatozoides de ratones expuestos. En (B,c)
Amplificacién de un cluster que muesta a la familia 34/449 y sus transcritos blancos en

comun.
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11.3.4. Determinar si la exposicion cronica de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles
a ratones macho modifica, en los espermatozoides, los niveles de expresion de

Cypl9al, Erfy de los miRNAs que los modulan.

Como ultima etapa de esta investigacion, se estudié como el tratamiento con la mezcla de
ftalatos y alquilfenoles podria modificar el funcionamiento de la via del estrogeno en el
espermatozoide. Para ello, se usé el mismo modelo “in vivo” ya mencionado y en las
muestras de RNA de espermatozoides se evaluaron los niveles del mRNA que codifica para
la Cypl9al y el receptor de estrogenos B (Erp). Los resultados indicaron que los
espermatozoides de los ratones expuestos a ambas dosis mostraron un aumento de al menos
5 veces para ambos mRNAs (Figura 24A, B). En concordancia en con esto, los niveles
proteicos de la CYP19A y para el ERp fueron significativamente mayores en las muestras
tratadas con la dosis menor (Figura 24C, D). Sin embargo, los niveles de ambas proteinas

fueron similares al control en aquellos tratados con la dosis mas alta (Figura 24C, D).

Estudios previos indican que el miRNA 7 y algunas de sus variantes, tienen como blanco
de regulacion al mRNA de Erf. Es por ello que evaluamos los niveles de los precursores de
miRNAs 7b, ¢ y g en las muestras tratadas y controles. (Figura 25). Los resultados mostraron
que los tres Pre-miRNAs evaluados aumentaron significativamente sus niveles en las
muestras tratadas con ambas dosis. Esto confirma el resultado de la secuenciacion en que

se observo una sobre expresion de miRNA 7b en las muestras tratadas.
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Figura 24. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles en una dosis de 1mg/kg/d aumenta los
niveles proteicos y de transcritos de Cypl9al y Erf en los espermatozoides de ratones
expuestos.

En (A) y (B) se extrajeron las proteinas totales de los espermatozoides y se sometieron a
Western Blot. Como control de carga se us6 B-tubulina. En (C) y (D) el RNA total fue
extraido de los espermatozoides como ya se describié y fue sometido a RT-qPCR. La
exposicion cronica a la mezcla aument6 significativamente los niveles proteicos y de los
transcritos de Cypl9al (C) y Erf (D) en espermatozoides de ratones tratados en

comparacion a los vehiculos. Como genes endogenos de referencia se usaron Gapdh y
B2m.
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Figura 25. La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles disminuye los niveles relativos de Pre-
miRNAs que tienen como blanco los transcritos de Cyp19al y Erf en los espermatozoides
de ratones expuestos.

El RNA total fue extraido de los espermatozoides como ya se describid y fue sometido a
RT-gqPCR La mezcla de ftalatos y alquilfenoles disminuy6 los niveles relativos de los Pre-

miRNAs 7d y 7g (A y B) pero no los niveles relativos del Pre-miRNA 7b (C). Como genes
endogenos de referencia se usaron Gapdh 'y B2m.
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12. DISCUSION

12.1. Efecto agudo de Nonilfenol y DEHP como inductor de la RA y modulador de la
capacitacion del espermatozoide de raton.

Muchos téxicos medio ambientales, tales como los compuestos contenidos en los plasticos,
xenoestrogenos y algunos pesticidas, tienen un impacto negativo en la fertilidad actuando
como DES, los que pueden regular (o desregular) procesos fisioldgicos como el movimiento
celular, las vias de sefializacion o la secrecion de proteinas por mecanismos de activacion no
estrictamente relacionados con sus efectos endocrinos (Ej: RA o fosforilacion de
proteinas)[327]. En relacion a lo anterior, la RA es la exocitosis de la vesicula acrosomica
que permite que los espermatozoides atraviesen las diferentes capas que rodean al ovocito,
por tanto, es el paso clave y final de una serie de vias de sefializacién bioquimicas conocidas
como capacitacion, que deben ser experimentadas por los espermatozoides “in vivo” o “in
vitro” para fecundar el évulo. Se ha demostrado que algunos DES “in vitro” modulan el
estado de capacitacion y los niveles intracelulares de Ca* en los espermatozoides humanos,

lo que sugiere que podrian modular la RA y la fecundacion.

En la primera parte de este estudio, espermatozoides de raton fueron expuestos “in vitro” a
DEHP y NP, dos tipos de toxicos que formaron parte de esta investigacion por su relevancia
reconocida como contaminantes ambientales. En condiciones fisioldgicas los

espermatozoides de los mamiferos se enfrentan a un medio quimico en constante cambio,
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que va desde el fluido seminal hasta secreciones de las células que recubren el tracto genital
femenino, las del 6vulo y al liquido folicular que se vierte en el oviducto durante la
ovulacion[24]. Esto hace que se vean enfrentados a diferentes estimulos algunos de los cuales
pueden ser adversos, otro neutros o bien “benéficos” para su sobrevida. En este sentido, un
ambiente “in vitro” no puede emular en estricto rigor al ambiente “in vivo” al que se enfrenta
el espermatozoide, mas cuando la exposicion a los compuestos en estudio varia de acuerdo a
la naturaleza quimica como por ejemplo estabilidad, solubilidad, concentracion efectiva de
exposicion, e interaccion entre ellos. Mas aun, es posible que el efecto de estos DEs en el
espermatozoide puede ademas ser indirecto debido a que su blanco también es en el tracto
genital femenino. Es por esto que es im portante tener en cuenta estas limitaciones al instante
de intentar extrapolar los resultados “in vitro” a la situacion “in vivo”. En esta tesis
empleamos concentraciones de estos toxicos que son similares a aquellas reportadas en

fluidos humanos[56-60].

Inicialmente, elegimos la RA por ser un paso clave en el proceso de fercundacion y se
considera el punto final funcional de la capacitacion del espermatozoide[39]. Independiente
de algunas excepciones, los espermatozoides de todos los mamiferos deben pasar por este
proceso para cruzar la zona pelucida y fusionarse con la membrana plasmatica del
ovocito[39]. De esta forma, la falta de respuesta a los inductores de RA se correlaciona con
un mal prondstico en la FIV humana. En este estudio, mostramos que dos toxicos
ambientales, NP y DEHP indujeron “in vitro” la RA en espermatozoides de ratones en
concentraciones similares a las encontradas en muestras humanas, lo que sugiere que podrian

ejercer un efecto similar “in vivo”. Ademas, mostramos que la RA inducida por NP es



108

independiente del estado de capacitacion de los espermatozoides e implica la activacion de

los sustratos de PKA, pero no la fosforilacion de las proteinas en tirosina.

La RA es un proceso que “in vitro” es espontaneo o inducido por diferentes moléculas que
se encuentran en la el tracto reproductivo femenino como P4, E>, ATP o zona pelucida
solubilizada[38]. La evidencia experimental “in vitro” indica que la estimulacion de la RA
por inductores fisioldgicos solo puede ocurrir en espermatozoides capacitados, al promover
un aumento final en la concentracion de calcio intracelular [Ca*]i[54]. Ademas, la RA puede
ser inducida por otras moléculas fisioldgicas, que podrian estar en el tracto femenino pero
que su participacion en este procesos ha sido cuestionada (Ej. Glutamato, dopamina)[328].

*2)i en diferentes

La evidencia “in vitro” ha mostrado que NP provoca un aumento del [Ca
tipos de células, al actuar como un inhibidor de la bomba SERCA en el reticulo endoplasmico
y canales de calcio abiertos tipo L[329]. Sin embargo, también puede inducir la
desestabilizacion de la membrana plasmadtica y probablemente de esta manera aumenta la
permeabilidad a diferentes moléculas e iones . Por tanto, es posible que el mecanismo por el
cual NP induce la RA en espermatozoides de raton pueda implicar la apertura de canales de
calcio o incrementar la permeabilidad del calcio a nivel de la membrana. En este sentido, los
DEs son capaces de unirse a CatSper e inducir un aumento del [Ca™]; y muestran un efecto
sinérgico junto a componentes fisiologicos presentes en el fluido oviductal. Por tanto es
posible que los DEs podrian interferir en la accion mediada por P4 sobre CatSper y de esta
manera afectar el procesos de fecundacion “in vivo’[330]. En nuestrso estudio, la RA

inducida por NP y DEHP fue evaluada directamente mediante la técnica de la tincion de

CCB, un colorante que en condiciones acidas se une a aminoacidos basicos, principalmente
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arginina, lisina e histidina, presentes en las proteinas que conforman, en este caso, el
acrosoma. Los datos presentados en en esta tesis fueron realizados con tres técnicas
experimentales distintas, por lo que creemos que validan claramente los resultados. Una de
las posibles criticas es que dada sus propiedades es posible que los DEs estén actuando
simplemente como saponificadores, y de esta manera puedan disolver o perforar las
membranas de manera inespecifica. Esta idea podria cobrar mas fuerza dado que NP induce
la RA atn en condiciones no capacitantes. Sin embargo creemos que este no es el caso, ya
que la RA inducida por NP no se detectd en presencia de un inhibidor de la PKA, lo que
sugiere que el parametro experimental observado es fisiologicamente relevante y que ocurre
mediante la activacion de una via de sefializacion intracelular relevante en el espermatozoide.
Esta idea se ve reforzada con el resultado que NP aumenta el patron de fosforilacion de

sustratos de PKA en relacion a aquellos espermatozoides que no estan capacitados.

En esta tesis mostramos que NP promueve la fosforilacion de Thr-197, un residuo que esta
involucrado en la activacion de PKA y que la fosforilacion en Thr 197 de la subunidad
catalitica o inducida por NP se evitdé mediante el uso del inhibidor de PKA H89. Los
resultados sugieren que NP induce vias de sefializacion intracelular similares en los
espermatozoides de raton que conducen a la RA, idea que se ve reforzada por el hallazgo de
que NP tenga un efecto similar a P4 sobre la RA en condiciones capacitantes. Por otro lado,
también es posible que NP, active diferentes vias de sefalizacion intracelular a las
provocadas por la P4, y que de esta manera NP, se dirija a una poblacion de espermatozoides
diferente o aceleren el proceso de capacitacion, como se observa cuando NP induce la RA en

condiciones no capacitantes, induce la fosforilacion de sustratos de PKA, o incrementa los
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niveles de pPKAa en condiciones no capacitantes. Estas son preguntas que deben

responderse en futuras investigaciones.

Trabajos previos han demostrado que diferentes toxicos ambientales, incluido el NP,
estimulan la capacitacion “in vitro” de diferentes especies de mamiferos [52]. Aqui,
mostramos que ambos compuestos NP y DEHP, dos tipos de toxicos que formaron parte de
esta investigacion por su relevancia reconocida como contaminantes ambientales, inducen
“in vitro” la RA en espermatozoides de raton y que el efecto de NP es independiente del
estado de capacitacion y no implica la fosforilacion en sustratos de tirosina, lo que sugiere
que este parametro no es un requisito para la RA como se ha sugerido anteriormente.
Curiosamente, se ha detectado NP en el liquido folicular humano, lo que sugiere que podria
estar presente en el sitio de fecundacion en humanos[57]. Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren que los dos toxicos ambientales utilizados en este estudio (NP y DEHP) y
probablemente otros que aun no se han probado, podrian afectar la fertilidad “in vivo™ al

cambiar el momento o el sitio anatomico de la RA[332] .

12.2. Efecto disruptor cronico de una mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles.

Muchas investigaciones previas sobre los DEs, se han basado en el uso de compuestos
individuales con dosis de exposicion cercanas o incluso superiores a las definidas como
LOAEL, lo que dificulta una prediccion real del efecto de la exposicion a dosis bajas en
humanos. Ademas, la mayoria de estos estudios se han realizado en una ventana de desarrollo

especifica, que en realidad, no simula la exposicion crénica a las mezclas de DEs que ocurre
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durante toda la vida de animales y seres humanos. Para lograr nuestro objetivo, disefiamos
un procedimiento experimental para emular la exposicion cronica a los DEs ambientales
desde la fecundacion hasta la edad adulta. Nuestro modelo nos permitié estudiar el impacto
de exposicion a una mezcla especifica de DEs versus el efecto de la exposicion a compuestos
individuales en la salud reproductiva masculina, que es un paso necesario para comprender
la influencia de estos compuestos en el ser humano[295]. Otra diferencia relevante, es que
todos los estudios sobre el impacto de DEs en la fertilidad masculina se centran en el testiculo
y la espermatogénesis, sin considerar el impacto en producto final de este proceso que es el
espermatozoide. Dado lo anterior, en nuestra investigacion, evaluamos los efectos de esta
exposicion cronica sobre los espermatozoides. Por otro lado, considerando que nuestra
mezcla de compuestos tienen efectos antiandrogénicos y estrogénicos y afectan las vias
reguladas por Es, estudiamos el transcriptoma de los espermatozoides expuestos y los
transcritos mas relevantes presentes en el espermatozoide implicados en via sefializacion

mediada por E» y los miRNAs por ser blancos clave de los DEs[253].

Primeramente, caracterizamos el efecto disruptor de estos toxicos usando pardmetros
fisiologicos relevantes y que previantemen se han usado para este mismo proposito. En
relacion a ello, los enfoques epidemioldgicos sugieren que el peso al nacer estd inversamente
asociado con la exposicion a diferentes DEs . En este punto, nuestro estudio determiné que
la exposicion cronica esta mezcla tenia un efecto obesogénico en ratones machos durante su
desarrollo, hasta el destete (21 dias de vida), que no se mantenia al llegar a la adultez. Es
interesante este resultado, si consideramos un estudio paralelo realizado en nuestro

laboratorio en las mismas condiciones experimentales pero con las hembras, no se
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observaron cambios en el peso corporal durante ninguna etapa del desarrollo[13]. Al
respecto, podemos comentar que hay investigaciones que sugieren una relacion efecto sexo-
dependiente de estos toxicos en procesos metabolicos y del desarrollo[331]. En cuanto a ello,
se ha sefialado que los DEs pueden alterar la homeostasis de los lipidos aumentando el
numero y el tamafio de los adipocitos induciendo vias de sefializacion que implican al
receptor de peroxisoma proliferador activado (PPAR), a los receptores de estrogeno y a

mecanismos moleculares relacionados con la regulacion del peso corporal[332].

En ese sentido, hay que considerar que la regulacion de la distribucién y composicion de la
grasa corporal es mediada por el Ez en las hembras y por la testosterona en los machos[333].
En los ratones expuestos observamos un desbalance entre ambas hormonas, donde predomina
E», lo que podria explicar un incremento del peso y probablemente un cambio de distribucion
de la grasa corporal. Por otro lado, que el incremento de peso no se mantenga en el tiempo
concuerda con estudios que sefialan que algunos ftalatos, los compuestos en mayor
proporcion de la mezcla, tienen un efecto obesogénico relacionado con la etapa del ciclo vital
en que ocurre la exposicion. En nuestro caso, los efectos obesogénicos fueron mayores
durante la lactancia y pueden haber disminuido una vez que la maquinaria enzimatica y la
produccion de hormonas androgénicas de los ratones en desarrollo les permitié metabolizar
con mayor eficiencia la mezcla de DEs, sin la influencia hormonal o la dependencia de la
maquinaria metabolica materna. Es relevante mencionar, que el miRNA 143, que esta sobre
expresado en el RNA de espermatozoide de ratones expuestos, tiene como funcion biologica
la regulacion positiva del desarrollo del tejido adiposo y del metabolismo de la glucosa,

sugiriendo una relacion entre la desregulacion de miRNAs inducida por DEs y el efecto
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observado. Desde el punto de vista reproductivo, la pérdida de equilibrio en las hormonas
testosterona y estradiol, es una de las causas de insuficiencia espermatogénica primaria
relacionada con dafo testicular y de las células germinales . Estudios previos de nuestro
laboratorio mostraron que la exposicion cronica a DBP disminuye los niveles de testosterona
intratesticular. Aqui, mostramos que la exposicion cronica a la mezcla de ftalatos y
alquilfenoles induce una disminucion en los niveles de testosterona plasmatica, que esta en
concordancia estudios previos , y sin que se modifiquen los niveles de E>. Sobre eso, un
estudio previo en otro laboratorio, indica un efecto antagdnico en los niveles de hormonas
reproductivas en el suero de ratas macho pre puberes expuestas a una mezcla binaria de
NP/DBP[172]. Por otro lado, nuestros resultados muestran un incremento del transcrito y de
los niveles proteicos de Cypl/9al (aromatasa) en los espermatozoides de ratones expuestos,
que difiere con lo observado previamente en testiculo en nuestro laboratorio. Una explicacion
de para estas diferencias puede ser que el aumento de expresion de Cyp/9al en celulas
germinales y probablemente en el tejido adiposo, sea un mecanismo compensatorio a la

alteracion que se observa en el testiculo de ratones expuestos.

12.3. Efecto disruptor crénico de una mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles en la
capacidad de fecundar de los espermatozoides.

En cuanto a la capacidad de fecundar de los espermatozoides de los ratones expuestos, los
resultados confirman los de estudios previos que sefialan que la exposicion a DEs disminuye
la produccion de espermatozoides[334]. Otros estudios usando ftalatos o una mezcla similar

a la nuestra, evidenciaron multiples alteraciones histologicas y de la morfologia testicular,
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incremento en la apoptosis de células germinales, disrupcion en la funcionalidad de las
células de Leydig, y disminucion en la cantidad y funcionalidad de los espermatozoides[11].
En cuanto a los pardmetros mas directamente relacionados con la capacidad de fecundar,
observamos que no hay diferencias en el porcentaje de RA espontdnea entre los
espermatozoides de ratones expuestos y los de ratones vehiculo. Sobre esto, la RA espontanea
es la ocurrencia de la exocitosis sin un inductor y se relaciona con una disminucion de la
eficiencia de la fecundacién y con un decline en la calidad espermatica. Por otro lado,
nuestros resultados mostraron que la RA inducida por P4 (inductor fisioldgico) se ve
significativamente incrementada en los espermatozoides de ratones expuestos que dado el
resultado previo en cuanto a la RA espontdnea, nos permitid6 descartar que esos
espermatozoides presenten alguna desestabilizacion de su membrana. Desde otro punto de
vista, si consideramos los cambios en el transcriptoma de estos espermatozoides, podriamos
hipotetizar que los espermatozoides expuestos podrian tener una expresion mayor de canales
de calcio sensibles a P4, como los CatSper, un mayor nimero de receptores esteroidales, una
distribucion celular diferente o un cambo en la afinidad de canales idnicos o receptores, como
se ha descrito en la literatura. Aunque pueda parecer contradictorio, en los espermatozoides
expuestos, el porcentaje de FIV evaluada por la generacion de embriones de dos células, se
vio disminuida. Pero si consideramos que la fecundacion es un proceso bioldgico con varias
etapas secuenciales, los resultados sugirieren que la disminucion en el porcentaje de FIV
probablemente se relaciono6 con la RA, sino que con eventos posteriores a esto. Una vez que
ha ocurrido la fusién de los gametos, la cabeza del espermatozoide, que contiene el nucleo
compuesto por DNA compacto, ingresa al ovocito e induce oscilaciones de Ca*? que

desencadenan vias de sefializacion relevantes para la fecundacién. Luego, ocurre la
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decondensacion del nucleo del espermatozoide y la progresiva evolucion al estado de
prontcleo, que implica el intercambio de las protaminas por las histonas del ovocito, la
incorporacion de otras proteinas acompafiantes la sintesis de DNA y el reclutamiento de los
RNA del ovocito. En relacion a ello, las protaminas son responsables de la densidad y
estabilidad del DNA del espermatozoide. Multiples estudios muestran la relevancia del
balance histonas/protaminas y entre protamina l/protamina 2, asi como su desbalance, se
relaciona fuertemente con una disminucion de la espermatogénesis, alteraciones en la
motilidad y dafio en el DNA del espermatozoide, pérdida de embriones pre implantacionales
con una evidente relacion con la infertilidad masculina[335]. Por ello, un resultado relevante
de nuestro estudio que se puede relacionar con la disminucidn del porcentaje de FIV, es que
en los espermatozoides expuestos hay una sobre expresion del gen que codifica a la histona
(H2ba) y una sub expresion del gen que codifica a la protamina 2 (PrmZ2) indicando una
desregulacion de la razén entre ambas proteinas. De igual forma y en relacion a la
disminucion del porcentaje de FIV, otro hallazgo interesante en este estudio, es que
encontramos una sobreexpresion del miRNA 34c¢ en espermatozoides de los ratones tratados
con la mezcla, el cual se ha mostrado que es llevado por el espermatozoide y es importante
durante la primera division del cigoto, por lo que la desregulacion en este miRNA tal vez

podria explicar en parte los resultados obtenidos[336].
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12.4. Efecto disruptor crénico de una mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles en la
cantidad, perfil y contenido de RNA de los espermatozoides.

La preservacion de los mRNA de los espermatozoides comienza en las primeras etapas de la
espermatogénesis. Los estudios realizados en los ultimos afios han demostrado que hay
diferentes tipos de mRNA presentes en los espermatozoides humanos, tales como los que
codifican para los canales de calcio tipo L, los receptores de estrogeno y progesterona, etc .
En cuanto a la funcién de estos transcritos, ensayos muestran la precencia de transcritos
presentes solo en el espermatozoide en embiones de chancho en diferentes estadios del
desarrollo y no en los ovocitos sin fecundar, asi como, en otra relevante investigacion los
ensayos de penetracion ovocito de hamster por espermatozoides humanos mostraron que solo
se detectan protamina-2 y clusterina en espermatozoides y cigotos, pero no en ovocitos de
hamster sin fecundar[68, 337]. Estas investigaciones, asi como otras posteriores, sugieren
que RNAs provenientes del el espermatozoide podrian desempefiar un papel en la

embriogénesis temprana y ser funcionalmente importantes[338].

En este estudio mostramos por primera vez que en espermatozoides de ratones expuestos
cronicamente a dosis bajas de una mezcla de ftalatos y alquilfenoles, desde una etapa
embrionaria temprana hasta la edad adulta, hay alteraciones en el RNA y particularmente una

desregulacion de la expresion de miRNAs.

Uno de los grandes desafios de este trabajo fue estandarizar una técnica de extraccion de
RNA sin contaminacion con células somaticas y DNA para lo cual pasamos por varias etapas
con la ayuda de la limitada informacién al respecto. Luego de estandarizar una técnica

confiable para ello, analizamos la concentracion y el perfil electroforético de los
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espermatozoides de ratones control (V) y en forma relevante, nuestro resultados coincidieron
con estudios previos que muestran una concentracion de RNA que es el 1% respecto de una
célula somatica y la complejidad de la poblacion de RNA de espermatozoide que comprende
en forma mas abundante a los rRNA, gran cantidad de RNAs pequefios no codificantes
(miRNAs, piRNAs, tRNAS) y long non coding RNAs de més de 200 pb y finalmente
mRNAs. Al comparar este perfil caracterizado previamente y en concordancia con los
espermatozides control, sorprendentemente, pudimos oservar un perfil significativamente
diferente en las muestras de RNA de espermatozides de ratones expuestos cuya
concentracion de RNA era mayor, cuyo perfil electroforético diferia de los espermatozides
control, destacandose un aplanamiento de la curva de los RNA entre 100 y 2000 nt. Esto fue
concordante con los andlisis bioinformaticos que nos mostraron una distribucion de RNAs
donde priman los mRNAs (43%) y una distribucion completamente opuesta en cuanto a los
rRNAs (0,75%) que es la poblacion predominante descrita en espermatozoide en otras
investigaciones, al igual que en nuestros espermatozides contro (39%), pero si lo
relacionamos con la alteracion de la maquinaria de degradacion post transcripcional por
desregulacion de transcritos relevantes (Ago2 y Dgcr8, entre otros) , nos sugieren una
relaciéon entre ambas observaciones. Otro hallazgo destacable sobre el RNA de
espermatozoides expuestos, fue la prescencia y migracion de bandas que han sido
historicamente caracterizadas en celulas somaticas, como las subunidades ribosomales 18S
(2000 nt) y como la subunidad 28S (4000 nt), presentes habitualmente en el citoplasma.
Sobre el particular, y considerando que el espermatozoide contiene muy baja cantidad de
citoplasma, lo primero que pensamos es que se trataba de RNA contaminado por células

somaticas, pero lo descartamos dado que la técnica de extraccion de RNA fue exactamente
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la misma entre ambos grupos, las replicas de cada uno de ellos son muy similares entre si y
significativamente diferentes entre los espermatozoides experimentales y los control y la
presencia de transcritos control en ambos grupos. En este aspecto, un estudio exahustivo en
el que se estandarizo la técnica de extraccion de RNA de espermatozoides de alta pureza,
usando 33 diferentes muestras de semen, mostré que en aquellas muestras de semen de
hombres con alteraciones morfologicas de los espermatozoides, analizadas mediante
microscopia eletrénica e inmunohistoquimica, observaron un incremento de citoplasma entre
la cabeza y cuello del espermatozoide y estructuras sugerentes de la prescencia subunidad
18S y 28S, pero no de las otras proteinas que componen el ribosoma, por tanto
trancripcionalmente inactivos, sugiriendonos en nuestro caso, que los espermatozoides
expuestos hayan tenido mayor cantidad de citoplasma retenido en la zona de cabeza y cuello,
lo que cuadra con la significativa mayor cantidad de mRNA observada, en relacion a

espermatozoides control[339].

Al realizar diferentes analisis globales de expresion diferencial de genes, pudimos observar
diferencias significativas en la expresion de genes entre los espermatozoides experimentales
y los espermatozoides control, donde encontramos genes sobre expresados y sub expresados
que tenian un impacto en procesos bioldgicos relevantes, destacandose los relacionados con
la generacion de miRNAs y con su regulacion post transcripcional. Estos resultados son
concordante con dos estudios realizados en nuestro laboratorio. El primero se realizo en
iguales condiciones experimentales, pero con las hembras y se observd en ovarios, la
desregulacion de la expresion de genes pertenecientes a la maquinaria de biogénesis de

miRNAs, alteraciones en la expresion de Pre-miRNAs y miRNAs que afectan
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principalmente, procesos biologicos del desarrollo de la fisiologia reproductiva femenina
[12]. El otro estudio se realizd en condiciones experimentales similares con testiculos de
ratones expuestos y de igual forma mostré una desregulacion de genes implicados en la
biogénesis de miRNAs, relacionado con alteraciones de la funcidon reproductiva masculina,
que nos sugieren un mecanismo comun de disrupcion mediada por DEs que implica
desregulacion de la biogénesis de miRNAs que tiene un impacto negativo sobre los procesos
reproductivos masculinos y femeninos observados en tres tejidos y células diferentes:

ovarios, testiculos y el espermatozoide[253].

De igual manera, pudimos advertir la desregulacion de miRNAs muy relevantes para el
desarrollo de la espermatogénesis como es la familia 34/449. En total observamos cuatro
miRNAs sobre expresados (34a, 449c, 449¢, 34c) y uno sub expresado (34b). Los miembros
de esta familia de miRNAS, estan ubicados como clusters en cromosomas especificos, son
altamente co-expresados en el testiculo, tienen caracteristicas comunes y funciones
redundantes. Su funcién principal en diferentes tipos celulares es la modulacion de procesos
implicados en el ciclo celular, diferenciacion y funcionalidad. En el caso especifico del
testiculo, la espermatogénesis y el espermatozoide, existe crecente evidencia que sefala que
la familia 34/499 regula la funcionalidad del testiculo, la espermatogénesis y la formacion
del espermatozoide maduro y que el grado de su desregulacion se relaciona con el grado de
severidad de infertilidad masculina[228]. La mayoria de las investigaciones al respecto,
sefalan que la subexpresion de esta familia induce dafos severos en el testiculo e infertilidad,
lo que se confirma con la generacion de ratones ratones KO. En un significativo estudio, los

autores generaron ratones doble KO condicional del cluster miRNA-34 y miRNA-449
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especificos para células espermatogénicas y células multiciliadas. Los datos demostraron
que en ausencia de la familia 34/449, las células espermatogénicas no se vieron afectadas y
los ratones eran totalmente fértiles. Por el contrario, los ratones KO en células multiciliadas
eran infértiles y presentaban atrofia testicular. Ademas, estos ratones exhibian ciliogénesis
alterada de los conductos eferentes debido a la desregulacion de varios genes que contribuyen
en ella[340]. Para nosotros fueron significativos esos resultados, si consideramos que los
espermatozoides representan un tipo muy diferenciado de células ciliadas, por el contrario,
en nuestro caso la mayoria de los miRNAs de este cluster estaban sobre expresados. En
relacion a ello, estudios muestran que la induccion de estrés oxidativo en el testiculo de raton
causa una sobre expresion de miRNA 34 a y posteriormente, el tejido testicular exhibe una
alta expresion de marcadores apoptdticos y un alto indice apoptotico en las células germinales
masculinas sugiriendo que el estrés oxidativo es una de las mayores causas de infertilidad
masculina y que los miembros de la familia 34/449 tienen una funcion anti oxidante y
antiapototica vital para la homeostasis testicular[341]. Por tanto, sobrerregulacion de esta
familia observada después del estrés oxidativo sugiere que este cluster de miRNAs asegura
la mantencién de la espermatogénesis cuando se altera la homeostasis del testiculo. Desde
ese punto de vista, nuestras observaciones sugieren que la sobrerregulacion de la familia
34/449 en los espermatozoides de ratones tratados son el reflejo de un ambiente testicular

comprometido inducido por la exposicion cronica a la mezcla de DEs.
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12.5. Efecto disruptor cronico de una mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles sobre la
expresion de Cyp19al y Erf en espermatozoides.

En parte final de nuestro estudio y como parte de una trilogia de investigaciones paralelas
generadas en nuestro laboratorio donde evaluamos el efecto disruptor sobre tejidos y células
sensibles a la regulaciéon hormonal mediada por E> que forman parte del sistema reproductor
femenino y masculino, mediada por la via modulada por E>. En nuestro caso, estudiamos los
niveles de expresion de transcritos y de proteinas de una enzima relevante en la regulacion
del balance T/E; en el testiculo, Cyp19al, del receptor de Eo, Erff implicado en la sefializacion
de esta hormona y de algunos miRNAs que predijimos previamente que los tenian como
blanco y que estan presentes en espermatozoides. Revisando la literatura al respecto, nuestros
resultados fueron concordantes con investigaciones que mostraron que células MCF7 (linea
celular derivada de cancer mamario), altamente sensibles al efecto de E, al ser expuestas a
dosis ambientalmente relevantes de una mezcla de DEs, similar a la nuestra, presentan una
sobre expresion, un aumento de la actividad de aromatasa y también un aumento en la
biosintesis de E>. De igual forma, los resultados de esta investigacion y los de nuestro
laboratorio, son similares a otro estudio en que se estandarizo el ensayo con Luciferasa para
determinar el efecto de los DEs sobre la expresion de aromatasa, la produccion de Ez y de
receptores de estrogeno[342]. Esta investigacion senald que los DEs pueden actuar como
agonistas o antagonistas en relacion a la expresion y actividad de ambos transcritos, lo que
es concordante con lo encontrado en nuestras tres investigaciones en donde en testiculo y en
ovarios de ratones expuestos a la mezcla se observo una disminucion de la expresion de

Cyp19al y una disminucion en la produccion de E» en las hembras, lo que podia significar
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una expresion diferencial de los efectos de la mezcla y probable mecanismo compensatorio
en las células germinales, como en nuestro caso, dificil de detectar en el tejido completo. En
relacion a la regulacion mediada por miRNAs, en los espermatozoides, observamos una sub
expresion de los Pre-miRNAs precursores de los miRNAs que tienen como blanco los
transcritos estudiados. Si bien hay que considerar que pueden ocurrir cambios en el proceso
final de la biogénesis de miRNAS que hacen que la expresion de Pre-miRNAs no refleje
directamente lo sucedido a nivel de miRNAs, un resultado destacable y coherente utilizando
RNAseq en los espermatozoides de ratones expuestos, fue que nuestros resultados mostraron
una sub expresion significativa de, al menos, dos miRNAs 200b y 7b, que fueron estudiados
a través de sus preculsores primarios que encontramos subexpresados y que tienen como
blanco a predicho a Cypl9al y Erf. Mas alin, en un trabajo realizado en nuestro laboratorio
en que se analizé la desregulacion generada por la misma mezcla en ovario de raton, se
validaron los resultados in silico sobre el miRNA 200b, transfectando células de la granulosa,
las células somaticas que rodean al ovocito que producen y secretan E>, con un agonista de
miRNA 200b (agomiR 200b) que imita la accion del miRNA 200b y se observd una
disminucion de los niveles de mRNA Cypl9al, de su proteina y de la produccion de E,. Por
otro lado, en los mismos experimentos al usar un antagomiR, es decir un antagonista de
miRNA 200b, se observaron los resultados opuestos sugiriendo fuertemente que miRNA
200b regula la expresion de Cypl9al en células del ovario y muy probablemente en oros

tipos celulares [12].
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13. CONCLUSIONES

Los resultados de esta tesis muestran que los disruptores endocrinos tienen un impacto agudo
y cronico sobre la funcion del espermatozoide. Los resultados obtenidos mostraron que, a un
nivel de exposicion cronico en un modelo murino, la exposicion de una mezcla de fatlatos y
alquilfenoles afecta tanto la produccion de espermatozoides, como el contenido y tipos de
RNAs presentes en estas célula. De igual forma, el efecto cronico de la exposicion a estos
compuestos en nuestro modelo murino mostré como uno de los hallazgos més relevantes,
una la significativa desregulacion de mRNAs y miRNAs muy determinantes en la generacion
del espermatozoide que podrian explicar, en parte, algunos tipos de infertilidad masculina
(Figura 26). Estos resultados permiten infererir que es posible que, la exposicion crénica de
estos y otros disruptores endocrino, en seres humanos puedan tener estos y quizas otros
efectos que tengan un impacto importante en la capacidad fecundante del espermatozoide
(Figura 26). Un dato adicional que se obtuvo en esta tesis es que la exposicidon cronica de
esta mezcla de disruptores endocrino también afecto a la tasa de fecundacion, por lo que es
posible que, en el caso humano, la sola exposicion en el hombre podria afectar a la fertilidad.
Esto es atin mas relevante ya que los ultimos datos en la literatura apuntan a que los RNAs
contenidos en el espermatozoides participan activamente en las etapas tempranas de la

activacion del ovocito y desarrollo embrionario pre-implantacional.

Por otro lado, se ha determinado la presencia de disruptores endocrinos en el tracto genital
femenino, por lo que estos podrian tener una accion directa y aguda al momento de la

fecundacion. Usando un modelo murino “in vitro”, en esta tesis, observamos que,



124

efectivamente, al menos uno de ellos (nonilfenol) afecta los eventos de capacitacion y
reaccion del acrosoma, que son etapas fundamentales que el espermatozoides, tanto de raton
como el humano deben experimentar para lograr fecundar al ovocito (Figura 26). Estos
resultados, igual que los anteriores permiten proponer que algo similar pudiese estar pasando

en el tracto genital de la mujer.
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Figura 26. Esquema de conclusiones de los efectos agudos y cronicos de la mezcla de
Ftalatos y Alquilfenoles en el espermatozoide de raton.
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14. PROYECCIONES

De acuerdo a los resultados y conclusiones de esta tesis, a continuacion se detallan los

siguientes proyecciones.

14.1 Dentro de los miRNAs desregulados por la mezcla de ftalatos y alquilfenoles,
se encuentra la familia 34/499, que dada su relevante participacion en los procesos que
originan espermatozoides, su presencia y estabilidad en el semen y espermatozoide, podria

emplearse como un biomarcador de infertilidad.

142 Dado que la informacion sugiere que los miRNAs transferidos por el
espermatozoide regulan algunos aspectos de la embriogénesis, seria importante ver si los

miRNAS que se desregulan tienen un impacto en el desarrollo del embrion.

14.3  Otra investigacion relevante para evaluar esta informacién en humanos, seria
ver los niveles de RNA en los espermatozoides y los niveles de los compuestos estudiados
en la tésis, en el semen y espermatozoides de pacientes infértiles con sospecha de exposicion

cronica (Ej: exposicion ocupacional).

14.4 Es importante continuar la exposicion cronica en la F2 y F3 evaluando

parametros reproductivos y mecanismos de regulacion epigenética en el espermatozoide.

14.5 Para una aplicacion terapeutica, una posibilidad seria transfectar celulas
germinales para sobreexpresar miRNAs relevantes para la generacion de espermatozoides y
luego realizar experimentos con antagoMir que revierten la sobre expresion, estudiar las
consecuencias biologicas y generar un posible tratamiento con antagoMir con nanotecnoldgia

dirigida especificamente al testiculo y celulas germinales.
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15. ANEXO

15.1. Experimentos Suplementarios.

Como una aproximacion experimental adicional, se una exposicion aguda a ftalatos y
alquilfenoles “in vitro” con la linea celular GC-2. Esta es una linea de células germinales
proveniente de células germinales de raton que, dependiendo de las condiciones de cultivo,
deriva en espermatocitos o espermatidas[343]. Nuestro objetivo fue investigar si el efecto
cronico de la mezcla de ftalatos y alquilfenoles “in vitro” modifica los niveles de expresion
de Cypl9al y Erf y de los microRNAs que los modula. La ventaja metodologica es que
seria similar a una exposicion solamente a las células germinales, asilando de alguna manera
de todo el resto del componente endocrino y paracrino que se encuentra en un modelo “in
vivo”.

En este caso, las células fueron cultivadas y expuestas a dos concentraciones distintas de la
misma mezcla de ftalatos y alquilfenoles que ya se habian usado anteriormente en los

experimentos “in vivo” (Figura 27, Tabla 9).
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Figura 27. Esquema del disefio experimental de exposicion cronica en un modelo con
células germinales “in vitro”.

Tabla 9. Descripcion de las dos dosis de tratamientos con la mezcla de ftalatos y
alquilfenoles a las GC-2.

Disruptor A B ¢
= Dosis 1 Dosis 2 Vehiculo
DEHP 0,024 mg/ml 0,24 mg/ml DMSO
DBP 0,024 mg/ml 0,24 mg/ml DMSO
BBP 0,024 mg/ml 0,24 mg/ml DMSO
NP 0,004 mg/ml 0,04 mg/ml Etanol
opP 0,004 mg/ml 0,04 mg/ml Etanol
Dosis Total 0,081 mg/ml 0,81 mg/ml -
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15.2. Materiales y Métodos de los resultados suplementarios.

15.2.1. Linea celular e incubacion con la mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles.

La linea celular derivada de espermatocitos en paquiteno GC-2, se cultivo en medio DMEM-
F12 suplementado con 10% de FBS (suero bovino fetal) y 10% de antibiotico-antimicético
(100X), pH 7,2 a 37 °C y 5% de COs. Posteriormente, para los experimentos de incubacion
.. :
con la con la mezcla, se cultivaron 5 x 10°células / pocillo en placas Petri de seis pocillos
(didmetro 35 mm) en una incubadora a 37 °C, 21% Oz y 5% COa.. Las células GC-2 fueron
incubadas por durante 24 h con dos dosis de la mezcla de 0,081 o 0,81 mg/ml (Tabla 2) que
es equivalente a los niveles de cada uno de los compuestos encontrados en testiculo y en

orina de humanos (1,6 - 5,6 uM de ftalatos y 0,038-1,25 puM de alquilfenoles).

Posteriormente, las células se recuperaron para Western Blot y RT-PCR.

15.3. Determinacion de los niveles proteicos de CYP19A1 y ERP en la linea GC-2.

En el caso de la linea celular los pellets se re suspendieron en 50 pl de tampoén de lisis RIPA,
con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se incubaron por 1 h a 4 °C y luego se sonicaron
(Branson sonifier 150, Merck®). Los componentes insolubles se removieron por
centrifugacion a 1,500 g por 10 min. El sobrenadante se aislo y se cuantifico la
concentracion de proteinas por el método de Bradford, usando como patron estandar una

solucion de BSA en diferentes concentraciones (1,34 pg/ul). Las alicuotas de proteinas, se
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cargaron en cada linea de un gel de acrilamida al 10% y se sometieron a electroforesis. Las
proteinas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de PVDF (Inmuno-Blot PVDF
Membrane, BioRad, Richmond, CA, USA) utilizando un aparato de electrotransferencia. Las
membranas se bloquearon por 1 h a temperatura ambiente con tampon de bloqueo y luego se
incubaron con los anticuerpos primarios respectivos para CYP19A1, ERp, en diluciones de
1:1000, 1:2500, respectivamente y como control de carga f-Actina en dilucion de 1:5000
(Tabla 7). Finalmente, se llevd a cabo una segunda incubacion con los respectivos
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante en una solucioén de
bloqueo durante 2 h a temperatura ambiente. La actividad de la peroxidasa se detectd

mediante una quimioluminiscencia mejorada (Pierce Biotecnologia, Rockford, IL).

15.3.1. Extraccion de RNA y PCR para determinar niveles de Cyp19al, Erf} y Pre-

miRNAs en la linea GC-2.

Para la extraccion de RNA total de las GC-2 se empleo el reactivo TRIzol. Una vez aislado,

el RNA se trato con 1 pl (2 U/ul) por cada 10 pg de RNA de rDNasel.

La concentracion e integridad de RNA fue determinada con un Espectofotometro Thermo
Scientific Nanodrop 2000. El cDNA de los genes y del precursor primario (Pri-miRNA) se
sintetizo a partir de 1 pg de RNA por RT Master Mix y cebadores aleatorios. Para la PCR
semicuantitativa en GC-2 se utilizdé el protocolo descrito para la Taq polimerasa de

Invitrogen. Las secuencias de cebadores para mRNAs y Pre-miRNAs se disefiaron en base a
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la literatura, usando los programas provistos por IDT®, Oligo Analizer y PubMed
Nucleotides. El tamafio de los productos se verificd por electroforesis en gel de agarosa,
utilizando como gen endogeno de referencia Gapdh. Para verificar la presencia de cDNA

como control interno se utilizé el método descrito por Livack KJ [310].

15.3.2. Resultados Suplementarios.

De acuerdo a la literatura tanto Cypl9al como Erf, estan presentes en espermatocitos y
espermatidas. Aun asi, inicialmente confirmamos la presencia de ambos genes en la linea
celular mediante PCR. Posteriormente, la linea celular se traté durante 24 h con la mezcla
de ftalatos y alquilfenoles en concentraciones equivalentes a las encontradas en orina y
testiculo humano. Luego del tratamiento, se determinaron los niveles proteicos y de mRNA
de Cyp19al y Erff mediante Western Blot y PCR, respectivamente. Como control de carga
para las PCR se empled Gapdh para los mensajeros y como control de carga para Western

Blot se empled B-actina (Figura 27).

Los resultados mostraron que, luego de una incubacion por 24 h a una concentracion de
0,81 y 0,081 mg/ml hubo un aumento en los niveles de Cyp/9al y Erp, tanto a nivel del

mensajero como de su proteina (Figura 28).
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Figura 28 La mezcla de Ftalatos y Alquilfenoles aumenta los niveles proteicos de
Cyp19al y Erf y los niveles relativos de sus transcritos en las células GC-2 tratadas.

Las GC-2 fueron incubadas durante 24 h con las dosis de 0,081 y 0,81 mg/ml de la mezcla.
En (A y B) se extrajeron las proteinas totales de las GC2 y se sometieron a Western Blot.
En Cy D, se extrajo el RNA total y se realizo una RT-PCR. La mezcla aumenta los niveles
proteicos y de transcritos de Cypl9al y Erf en GC-2 tratadas en comparacioén con las
tratadas con vehiculo. Como gen de referencia se usd6 Gapdh y como control de carga para
los Western Blot B-actina.
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Bajo estas mismas condiciones se evaluaron los niveles de los precursores de tres miRNAs:
Pre-miRNA 200c, Pre-miRNA 7b y Pre-miRNA (Figura 29). Los resultados mostraron que
los niveles del Pre-miRNA 200c disminuyeron en las células GC-2 tratadas con ambas
concentraciones de la mezcla (Figura 29A). el Pre-miRNA7b disminuy6 solo en las células
tratadas con la mezcla a 0,8 1mg/ml, pero no tuvo cambios con la de menor concentracion
(Figura 29B). De manera interesante, lo contrario ocurrié con el Pre-miRNA 7d, el que

aumento significativamente solo con la mezcla mayor (Figura 29C).

En conjunto, estos resultados sugieren que, los ftalatos y alquilfenoles, desregulan los
miRNA, y en particular aquellos involucrados en la regulacion génica del receptor de

estrogenos. Esto podria tener un impacto en la fisiologia reproductiva humana y animal.
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