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RESUMEN 

 

 

Los seres humanos y la vida animal están diariamente expuesta a mezclas de compuestos 

conocidos como perturbadores endocrinos (PEs), entre ellos destacan los ftalatos: [bis 2-etil-

hexil ftalato (DEHP), dipentil ftalato (DBP), bencil-butil ftalato (BBP)] y los alquifenoles: [4-

Nonilfenol (NP) y 4-terc-Octilfenol (OP)], por formar parte de la manufactura de productos de 

uso cotidiano, como plásticos y utensilios de limpieza, y liberarse de sus contenedores 

contaminando el medioambiente. Estos compuestos pueden alterar la homeostasis del sistema 

endocrino principalmente a nivel reproductivo, afectando la biosíntesis de testosterona o 

estrógenos. Dado que la producción de ambas hormonas controla la gametogénesis y la 

espermatogénesis la exposición a estos compuestos desde etapas muy tempranas del desarrollo 

gestacional, ha sido asociado a patologías reproductivas e infertilidad en los machos adultos. 

Los mecanismos por los cuales ejercen su acción aun son pocos conocidos. Sin embargo, 

involucran cambios en la expresión de transcritos que codifican proteínas importantes para el 

desarrollo y mantenimiento de la función testicular. 

 En este aspecto toma relevancia el estudio de los microRNAs, que son RNAs pequeños no 

codificantes, que actúan como reguladores negativos de la expresión génica a nivel post-

transcripcional. Sin embargo, se desconoce la participación de los microRNAs en las 

alteraciones testiculares inducidas por la exposición a mezclas de ftalatos y alquifenoles. Por 

ello, en esta tesis doctoral se planteó la hipótesis de “La exposición crónica a una mezcla 

definida de ftalatos y alquifenoles desregula los niveles de microRNAs, implicados en el 

balance testosterona/estrógenos lo cual afecta la fertilidad en ratones machos”. 
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Para responder esta hipótesis, diseñamos en ratones un modelo de exposición crónica a una 

mezcla de los ftalatos DEHP, DBP y BBP en dosis de 0,3 mg/Kg/día cada uno y los 

alquifenoles NP y OP en dosis de 0,05 mg/Kg/día cada uno, estas dosis son equivalentes a los 

niveles de exposición en humanos. Esta mezcla fue administrada en el agua de ingesta de 

hembras preñadas desde el día 0,5 post-coitum hasta la adultez de las crías machos (60/75 

días). Como grupo control a unos animales se les administro en el agua de bebida, únicamente 

los compuestos en que se diluyeron los ftalatos y alquifenoles.  

Nuestros principales hallazgos mostraron que, los testículos de ratones expuestos a la mezcla 

de ftalatos y alquifenoles, presentan una disminución en los niveles intratesticulares de 

estradiol vía cambios en los niveles de mensajero y proteínas de enzimas de la vía 

esteroidogénica (principalmente una disminución de aromatasa), alteraciones en la 

espermatogénesis y apoptosis de células germinales vía cambios en la expresión de proteínas 

implicadas en este proceso. Estas alteraciones fueron asociadas con un incremento en la 

expresión de transcritos que participan en biogénesis (Drosha), edición (Adar-1S) y 

estabilidad de miRNAs (Tut-4).  

Además, en los testículos de los animales expuestos detectamos por secuenciación masiva 

(NGS) 2 microRNAs sobre-expresados y 8 miRNAs disminuidos, estos datos fueron validados 

por qPCR, Junto con ello , se detecto por NGS 36 variantes de miRNAs (isomiRs) que 

presentaron cambios en sus niveles de expresión, siendo algunos de estos isomiRs, variantes 

de los miRNA canónicos alterados. Analizando las interacciones entre microRNAs/mRNAs se 

encontró que, la pérdida del control pos-transcripcional de miR-18a-5p hacia LxR-β estaría 

implicado en la sobreexpresión de Star, Cyp17a1 y en la disminución de Cyp19a1, lo cual se 
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relaciona directamente con la disminución en la síntesis de estradiol que observamos en los 

animales expuestos.  

Del mismo modo, la sobre-expresión de miR-34b-5p, miR-7686-5p y la disminución en los 

niveles de los microRNAs: miR-1291, miR-15b-5p, miR-20a-5p, miR-378b, miR-3085-3p, 

miR-1981 y miR-382 estaría asociada a los cambios de expresión de proteínas implicadas en la 

apoptosis de células germinales.  

De esta forma se concluyó que la exposición a una mezcla definida de ftalatos y alquifenoles  

altera microRNAs específicos junto con sus variantes de secuencia, los cuales podrían estar 

relacionados con un fenotipo alterado en los testículo de ratones, a través de su participación 

en la disminución de estradiol y apoptosis de células germinales vía cambios en la expresión 

de sus transcritos dianas que están implicados en estos procesos. Lo que podría estar 

relacionado a potenciales problemas reproductivos en el hombre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 
 

ABSTRACT 

 

 

 

Humans and wild animals are daily exposed to mixtures of endocrine disruptors compounds 

(EDCs), especially the phthalates: [bis (2-ethyLHexyl) phthalate (DEHP), dibutyl phthalate 

(DBP), benzyl butyl phthalate (BBP)] and the alkylphenols [4-nonylphenol (NP), 4-tert-

octylphenol (OP)] are EDCs present in the manufacture of a wide range of daily-use products 

(including plastics and cleaners) and leak from those products into the environment.  

These compounds disrupt the endocrine system homeostasis mainly on reproductive level 

affecting the biosynthesis of testosterone and estradiol. Since the production of both hormones 

controls the gametogenesis and spermatogenesis, the exposure to phthalates and alkylphenols 

from early stages in the gestational development are associated to reproductive pathologies 

and infertility in adults males. Their mechanisms of action weren´t addressed. However, 

defined profiles of deregulation in testis, including transcriptome patterns, have been 

associated with exposure to a single EDC.  

Therefore it becomes relevant the study of microRNAs. microRNAs are small non coding 

RNAs involved in the negative regulations of gene expression at post-transcripcional level. 

However, the rol of microRNAs in testis injury induced by the exposure of a mixture of 

phthalates and alkylphenols is unknown. Thus, this doctoral thesis raises the hypothesis that 

“A chronical exposure to a defined mixture of phthalates and alkylphenols dysregulated the 

microRNAs expression levels, involved in the testosterone / estrogen balance, which affects 

the fertility in male mice ". 



24 
 
 

To answer this hypothesis, a mice model was designed with a chronical exposure to a mixture 

of phthalates and alkylphenols. Pregnant mice were exposed, from 0.5 post-coital day, to a 

mixture of 0,3 mg/Kg/day of each phthalates (di-(2-ethyLHexyl), dibutyl and benzyl butyl), 

and 0,05 mg/Kg/day of each alkylphenols (nonylphenol and octylphenol). The doses used are 

equivalent to human exposure level. The mixture was diluted and administered in the drinking 

water, until adulthood of male mouse offspring (60 and 75 days old). For the control group, 

the mice drank water only with the vehicle equivalent doses diluted.  

Results show that mice exposed to phthalates and alkylphenols mixture present a decrease in 

intratesticular estradiol levels through alterations in the mRNA expression of steroidogenic 

pathways genes (specially a down-regulation in aromatase level), spermatogenesis disruption, 

and germ cells apoptosis by deregulation of the expression of proteins related to cell death. 

Also, the exposure to phthalates and alkylphenols mixture was associated to an increase in 

mRNA expression of protein coding genes involved in biogenesis (Drosha), editing (Adar-1S) 

and stability (Tut-4) of microRNAs. 

Furthermore, in mice testis exposed to EDCs mixture was detected through next generation 

sequence (NGS) two up-regulated and eight down-regulated miRNAs, these data was 

validated by qPCR. Besides, was detected by NGS thirty six microRNAs variants (isomiRs) 

differentially expressed, some of them variants of differentially expressed canonical miRNAs. 

Functional analysis of the microRNAs / mRNAs interaction found that loss of post-

transcripcional control of miR-18a-5p towards LxR-β might be implicated in the over-

expression of Star, Cyp17a1 and the down-regulation of Cyp19a1, and directly associated with 

a decrease in the estradiol biosynthesis.  
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In the same manner, the over-expression of miR-34b-5p, miR-7686-5p and the down-

regulation of microRNAs levels for: miR-1291, miR-15b-5p, miR-20a-5p, miR-378b, miR-

3085-3p, miR-1981and miR-382 might associated to deregulations of protein expression levels 

implicated on germ cell apoptosis. 

The results of this work show that an environmental exposure of a mixture of phthalates and 

alkylphenols induce the deregulation of the expression of specific miRNAs along to 

microRNAs sequence variants, which would be enough to trigger the phenotype of testis 

injury through a decrease in estradiol levels and germ cell apoptosis via deregulation of their 

mRNAs targets , which could lead to potential reproductive problems in men.  
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INTRODUCCIÓN 

 

 

1. El testículo y su función reproductiva. 

1. 1 Fisiología testicular. 

Los testículos en mamíferos son órganos pares y ovalados, en ellos se reconocen tres 

compartimentos. El compartimento intersticial formado por tejido conjuntivo, vasos 

sanguíneos y linfáticos, en el se localizan principalmente las células de Leydig. Continúa el 

compartimiento peritubular, formado por una membrana basal y una túnica propia de células 

contráctiles llamadas células mioides que conforman la estructura exterior de túbulo 

seminífero. El tercer compartimiento lo forman el epitelio seminífero de los túbulos, que son 

las unidades espermatogénicas en los testículos, constituyen un epitelio estratificado y 

especializado donde se localizan las células de Sertoli y las células germinales (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1: Sección transversal de un túbulo seminífero de mamífero (rata).  

Microfotografía de corte transversal de testículo, señalando los principales tipos celulares. 
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La función principal de los testículos son dos: la síntesis de hormonas (esteroidogénesis) y el 

proceso de maduración, proliferación y diferenciación de las células germinales, denominado 

espermatogénesis, el cual tiene como objetivo dar origen a células haploides llamadas 

espermatozoides con capacidad de fecundar. 

 

1.2 La Esteroidogénesis y la función del estradiol en los testículos. 

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 gestación y en roedores 

alrededor del día 12 post-coito. La esteroidogénesis depende tanto de la disponibilidad de 

colesterol como de la captación de este por el complejo de enzimas P-450scc (Miller 1995; 

Stocco & Manna 2005). La primera proteína que participa en este proceso es Star (proteína 

reguladora de la esteroidogénesis aguda), propuesta como una proteína clave, dado que 

transporta colesterol desde la membrana plasmática a la membrana interna de la mitocondria 

(Clark & Stocco 1996; Stocco 2007), donde las enzimas esteroidogénicas (Cyp11a1, Hsd3b1, 

Cyp17a1, Hsd17b3, Hsd11b3) catalizan en la mitocondria y en el retículo endoplásmico, en 

reacciones consecutivas, la síntesis de testosterona (Payne & Hales 2004). Actualmente, es 

clara la función de la testosterona en el control de la espermatogénesis. Sin embargo, en las 

células somáticas y en las células germinales de diferentes estadios se cataliza un paso más de 

la esteroidogénesis, que es la conversión irreversible de testosterona y/o androstenediona a 

estradiol, a través de la enzima aromatasa (Cyp19a1) (Figura 2). Sin embargo, y a pesar de 

muchas investigaciones en reproducción, aun no está claro el papel que jugaría el estradiol en 

la fisiología testicular en mamíferos. 
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La ontogenia de la expresión de aromatasa en el ratón, revela que el transcrito y la proteína se 

expresan desde el día 12,5 post-coito en células de Leydig fetales y en sub-poblaciones de 

gonocitos de la gónada embrionaria (Borday et al. 2013). Por ello, se ha postulado que las 

gónadas de fetos y neonatos son sensibles a los estrógenos (Delbès et al. 2006). Por otro lado 

la expresión de aromatasa y por consiguiente la síntesis de estradiol, se reactiva durante la 

pubertad y continua en la etapa adulta (Carreau et al. 2003; Greco & Payne, 1994).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudios en animales mutantes para aromatasa han revelado que la espermatogénesis también 

está bajo el control del estradiol. La sobreexpresión de aromatasa en ratones (AROM+) induce 

hiperplasia de células de Leydig, defectos en la espermatogénesis, apoptosis en células 

germinales e infertilidad (Li et al. 2006; Li et al. 2003). Mientras que, los ratones carentes de 

la enzima aromatasa (ArKO-/-),  presentan defectos en la progresión de espermatogénesis a los 

 
 

Figura 2.- La esteroidogenesis en el testículo: 
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5 meses, por un bloqueo en la maduración de células germinales durante el estadio de 

producción de espermatidas y un incremento en la apoptosis, lo que provoca que estos 

animales terminen infértiles (Murata et al. 2002; Robertson et al. 1999; Fisher et al. 1998). 

Cabe resaltar, que en el hombre la mayor parte de fenotipos de subfertilidad e infertilidad 

presentan alteraciones en los niveles plasmáticos de estradiol o en la relación entre los niveles 

de estradiol y testosterona. Además, se han reportado casos de infertilidad por deficiencias de 

la enzima aromatasa (Carani et al. 2002; Morishima et al. 1995). Esto sugiere que cambios en 

los niveles circulantes de estradiol promovido por la desregulación en la expresión de las 

enzimas que lo sintetizan, en especial aromatasa, pueden alterar la espermatogénesis. Por ello, 

es posible pensar que agentes externos que puedan regular o desbalancear los niveles 

endógenos de estradiol tendrían un gran impacto en la fisiología reproductiva del macho, 

principalmente promoviendo la muerte de células germinales. 

 

1.3   La apoptosis de células germinales 

La muerte celular programada llamada (a-po-toe-sis) o apoptosis, fue un término acuñado por  

Kerr, Wyllie, y Currie en 1972 (Kerr et al. 1972) para describir un tipo especifico de muerte 

celular, el cual podía ocurrir dentro de un contexto fisiológico en casi todos los tejidos. Una 

apoptosis inapropiada (disminuida o incrementada) es un factor clave en muchas patologías 

humanas como procesos degenerativos, daños isquémicos o cáncer (Elmore 2007). En el 

testículo, las células germinales están entre la supervivencia celular y la muerte mediada por 

apoptosis, principalmente por los siguientes motivos: 1) Es un mecanismo homeostático para 

mantener el número de células germinales que puedan ser alojadas por las células de Sertoli y 
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2) Es un mecanismo de defensa para salvaguardar la integridad del DNA luego del daño o 

incorrecto procesamiento, en las células que han pasado los primeros procesos de meiosis. 

Los mecanismos inductores de apoptosis engloban entre otros: alteraciones en el metabolismo, 

alteraciones en la mitocondria, factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, paradas en las 

fases de transición del ciclo celular, desestabilización de los componentes del citoesqueleto, 

daño en el DNA, o la acción de factores estresantes como toxinas, hipoxia, y estrés oxidativo. 

De esta forma, los mecanismos moleculares que dirigen la apoptosis se clasifican en dos vías: 

1.- Las vías extrínsecas, se basan en la interacción de receptores transmenbrana de las células 

de Sertoli con las células germinales (FasL/FasR, TNF-α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y 

Apo2L/DR5) (Ashkenazi 1998; Chicheportiche et al. 1997; Peter & Krammer 1998; Suliman 

et al. 2001), que inducirán cascadas de señalización que dirigirán a las células germinales 

hacia los procesos de muerte celular, mediante activación de caspasas iniciadoras. 

2.- La vía intrínseca mediada por señales intracelulares que producen alteraciones en la 

membrana mitocondrial interna, originando la apertura del poro mitocondrial y perdida del 

potencial mitocondrial, culminando en dos sucesos: la liberación de factores pro-apoptoticos 

como Citocromo C, y la liberación de complejos proteicos tipo Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, 

AIF y endonucleasas G/CAD (Du et al. 2000; Enari et al. 1998; Garrido et al. 2006; Joza et al. 

2001; van Loo et al. 2002). A su vez, la regulación de los eventos de apoptosis en la 

mitocondria es mediado por miembros de la familia de proteínas Bcl-2 con funciones pro-

apoptoticas y anti-apoptoticas (Cory & Adams 2002). Además, la expresión de algunas de 

estas proteínas, es controlada por la proteína supresora de tumores p53 (Basu & Haldar 1998).  

En ambas vías de muerte celular, luego de la activación de caspasas iniciadoras continúa la 

activación de caspasas ejecutoras, especialmente caspasa-3; proteasa que tiene como sustratos 
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citoqueratinas, proteínas reparadoras del daño al DNA, componentes del citoesqueleto, 

proteínas nucleares y además activa endonucleasas que degradaran el DNA (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el inicio del proceso de espermatogénesis (día 17 del ratón) se observa una apoptosis 

masiva de células germinales, por vías extrínsecas e intrínsecas (Moreno et al. 2006), la cual 

decrece pero se mantiene durante toda la vida adulta del ratón. Sin embargo, un incremento de 

la apoptosis de células germinales inducida por algún agente externo o xenobióticos, tiene un 

gran impacto en la producción de espermatozoides y puede llevar a infertilidad en mamíferos. 

 

 

Figura 3.- Componentes moleculares involucrados en las vías extrínsecas e intrínsecas 

de la apoptosis de células germinales (Tripathi et al. 2009) .  
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2.    Los perturbadores endocrinos y su efecto reprotoxico en machos. 

2.1     Perturbadores endocrinos, definiciones y motivos de estudio. 

Los seres humanos y la población animal están expuesta de forma continua, a diferentes 

moléculas producidas en la manufactura de un amplio rango de productos de uso cotidiano, 

catalogados como contaminantes medioambientales, entre los que destacan los productos 

plásticos, productos de limpieza, productos de cuidado personal, etc.; (Dodson et al. 2012; 

Bergé et al. 2014). Siendo los contaminantes más frecuentes los ftalatos y los alquifenoles.  

Los ftalatos y alquifenoles son catalogados como “Perturbadores Endocrinos (PEs)” 

definidos como “compuestos químicos exógenos que interfieren con cualquier aspecto de la 

acción de las hormonas” (Gore et al. 2015). Entre los cuales destacan: el ftlalato de bis 2-

etilhexilo (DEHP), ftalato de dipentilo (DBP), ftalato de di-isononil (DINP), ftalato de 

isodecilo (DIDP), ftalato de bencilo y butilo (BBP) ftalato de di-n-octil (DnOP), 4-

Nonylphenol (NP) y 4-terc-Octilfenol (OP). Estos compuestos por no estar unidos 

covalentemente a sus contenedores, pueden liberarse y contaminar el medio ambiente  

(Amiridou & Voutsa 2011; Fasano et al. 2012).  

Dado que estos compuestos están en todos los productos señalados en especial en los 

plásticos, y que depende del uso continuo de estos utensilios su liberación, el grado de 

exposición humana es difícil de precisar (McKinlay et al. 2008). Por ello, se ha definido que 

las poblaciones humanas y animales están crónicamente expuestos a bajas dosis de estos 

químicos, desde nuestra vida fetal hasta la adultez. Además, por su naturaleza lipofilica y su 

baja tasa de degradación, persisten y se acumulan en los tejidos (Gore et al. 2015). Esto se ha 

visto corroborado por su detección en fluidos como sangre y orina en hombres, mujeres y 

niños, e inclusive en muestras de: semen de adultos, leche materna, liquido amniótico y en 
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tejidos como placenta lo cual predice su potencial efecto en la vida fetal y la transferencia de 

estos compuestos por vía materna (Frederiksen et al. 2007; Braw-Tal 2010; Stefanidou et al. 

2009; Dang et al. 2007; Faniband et al. 2014; Mose et al. 2007).  

Existe evidencia epidemiológica que ha señalado correlaciones positivas entre la detección de 

estos compuestos en sangre, semen y problemas reproductivos en hombres (Kranvogl et al. 

2014, Vitku et al. 2016). Lo cual se ha visto respaldado por un número considerable de 

modelos animales, mostrando que la exposición a estos PEs de forma individual (analizando 

un solo compuesto) o a ciertas mezclas de ellos inducen principalmente desbalance hormonal, 

reducción del peso y tamaño de los testículos, anormalidades morfológicas, incremento de la 

apoptosis de células germinales y oligospermia (Fisher et al. 1999; De Jager et al. 1999; Gray 

et al. 2000; Howdeshell et al. 2008; Gregory et al. 2009; Yoshida et al. 2001; Lagos-Cabre & 

Moreno 2012; Habert et al. 2014).  

En resumen estos compuestos afectan el sistema reproductivo. Sin embargo, los mecanismos 

celulares y moleculares por los cuales inducen alteraciones patológicas en el testículo son aun 

poco entendidos. 

 

2.2   Perturbadores endocrinos, mecanismos de acción sobre el testículo 

Estudios in vivo en el testículo e in vitro han sugerido que, la exposición a PEs altera 

principalmente la expresión de enzimas de la vía esteroidogénica tales como Star, Cyp17a1, 

3β-Hsd, 17β-Hsd y Cyp19a1 (Naciff et al. 2005; Lehmann et al. 2004; Harris et al. 2015), 

modificando de esta forma la biosíntesis de testosterona (efecto antiandrogénico) y estrógenos 

(efecto estrogénico) (Fang et al. 2003; Soto et al. 1995; Howdeshell et al. 2008). A su vez, 
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pueden afectar múltiples vías de señalización, en especial aquellas dirigidas por receptores 

nucleares como Ppars, Ar, Er, LxR, Shp, otros (Ortiz-Zarragoitia & Cajaraville 2005; Hurst & 

Waxman 2003; Rouiller-Fabre et al. 2015), alterando de esta forma la gametogénesis en el 

embrión y la esteroidogénesis y la espermatogénesis en los testículos de mamíferos adultos. 

Del mismo modo, se ha mostrado que los PEs inducen cambios globales a nivel del 

transcriptoma (López-Casas et al. 2012). Con la finalidad de explicar estos cambios, así como 

sus potenciales efectos transgeneracionales, se ha señalado que la exposición individual a PEs 

inducen modificaciones de tipo epigenéticas que incluyen: metilaciones de DNA, 

remodelamiento de la cromatina por modificación de histonas y regulación pos-transcripcional 

vía RNAs no codificantes como los microRNAs (Larriba & del Mazo 2016; Singh & Li 2012). 

Sin embargo, el efecto de la exposición a mezclas de PEs sobre estos mecanismos de 

regulación epigenéticas aun no han sido corroborados. 
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3.     MicroRNAs y su participación en la fisiología reproductiva en machos. 

3.1 Mecanismos de biogénesis, regulación y degradación de microRNAs. 

Los microRNAs (miRNAs) son un tipo de RNAs pequeños endógenos no codificantes, de 

cadena sencilla de 14 a 24 nucleótidos de longitud, muy conservados entre las especies, que 

tienen una importante función como reguladores negativos post-transcripcionales (He & 

Hannon 2004). Su mecanismo de acción se basa en el grado de complementariedad 

principalmente entre los primeros 6 nucleótidos del extremo 5´ (de las posiciones 2 a la 7 o 

región semilla del miRNA) y comúnmente el 3′ UTRs de sus mensajeros (mRNAs) dianas. 

También se ha mostrado que los miRNAs pueden unirse a los 5′ UTRs, y a las franjas de 

lectura de sus mRNAs dianas (Hafner et al. 2010). La unión entre el miRNA con su mRNA 

diana tiene como consecuencia reprimir la traducción de mRNAs o desestabilizar el mRNA 

induciendo su degradación (Guo et al. 2010, Bartel 2009; Liu 2008; Mathonnet et al. 2007). 

Al conjunto de miRNAs dentro de una célula, tejido u órgano se le denomina “miRNoma”. 

Los miRNA se transcriben a partir de secuencias genómicas de regiones intronicas de genes 

diana y en menor grado de regiones intergenicas. Los miRNAs pueden generarse a partir de un 

precursor único o de un precursor común formando agrupaciones (“clusters”) de miRNAs, que 

posteriormente se escinden en miRNAs individuales, a modo “policistronico”, y que suelen 

operar en la regulación de mRNAs codificantes a proteínas de una misma red funcional 

(Baskerville & Bartel 2005; Marco et al. 2013; Ryazansky et al. 2011). 

La biogénesis de los miRNAs implica lo que se conocen como la vía canónica y las vías 

alternativas (vías no-canónicas). En esta tesis nos referiremos principalmente a la vía canónica 

de síntesis de miRNAs. La cual, depende de la RNA polimerasa II para generar desde regiones 

del DNA, transcritos llamados miRNAs primarios (pri-miRNAs). Los pri-miRNAs son 
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sometidos a un procesamiento para formar miRNA precursores (pre-miRNAs). Siendo este 

segundo paso dependiente de la acción de un complejo proteico llamado microprocesador, 

donde la acción de la endoribonucleasa de tipo II (Drosha) es clave, al producir cadenas dobles 

de RNA de menor tamaño o pre-miRNAs (Lee et al. 2003). Luego estas serán transportadas 

del núcleo hacia el citoplasma por la enzima Exportin-5 (Xpo-5) (Yi et al. 2003). 

Una vez en el citoplasma los pre-miRNAs son cortados por la endoribonucleasa de tipo III 

llamada Dicer, que elimina la zona de bucle de cadena sencilla,  generando una cadena doble 

de RNAs de pequeño tamaño o dúplex de miRNAs (Feng et al. 2012; Park et al. 2011). Es 

importante señalar que un locus de miRNAs puede generar variantes en su secuencia canoníca 

llamados isomiRs, Hasta ahora se tiene noción que los isomiRs son derivados de: un corte 

impreciso por Drosha y/o Dicer, mecanismos de edición de RNA, o por polimorfismos en 

nucleótidos individuales (SNPs) (Guo & Chen 2014; Starega-Roslan et al. 2015). Los isomiRs 

están involucrados en la regulación de los mismos o nuevos mRNAs dianas, comportándose 

como variantes fisiológicas de los miRNAs (García-López et al. 2013a; Neilsen et al. 2012). 

Se ha señalado que los perfiles de expresión de los isomiRs son siempre estables, y 

contribuyen a la regulación coordinada en muchos procesos biológicos (Llorens et al. 2013). 

Sin embargo, se han encontrado alterados en diversas patologías y tumores (Guo & Chen 

2014; Telonis et al. 2015) y en el testículo, aún no se ha mostrado que los isomiRs tengan una 

función biológica, ni que tengan una expresión celular y temporal especifica. 

Durante la última parte del procesamiento de los miRNAs e isomiRs, solo una de las cadenas 

generadas por Dicer (RNA “leader”), se acopla a proteínas de la familia de las Argonautas 

siendo Ago2 un componente clave por su actividad endonucleasa. De esta manera el RNA 

“leader” forma el llamado complejo de silenciamiento de RNAs (RISC) (Choe et al. 2011). 
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Es conocido que los miRNAs pueden regularse a través de modificaciones en su secuencia, 

denominados “eventos de edición”, los cuales son dependientes de las proteínas de la familia 

ADAR (adenosinas deaminasas), que editan los nucleótidos de adenina de los precursores de 

miRNAs por nucleótidos de inosinas (García-López et al. 2013b). De esta manera, generan 

variantes de miRNAs, o inducen a la degradación de pre-miRNAs por la proteína Tudor SN 

(codificada por el gen Snd1), generalmente localizada en los gránulos de estrés y cuerpos P. 

La proteína Tudor SN reconoce estos residuos de inosinas en la hebra doble de RNA e induce 

su degradación (Scadden, 2005). En el testículo se ha mostrado que los miRNAs también 

pueden ser editados (Linsen et al. 2010). Sin embargo, los mutantes homocigotos deficientes 

para Adar-1 o Adar-2 no reportaron defectos reproductivos (Rice et al. 2012).  

Entre los mecanismos de regulación y estabilidad de pre-miRNAs, tenemos la acción de la 

proteína Lin28b, que reconoce pre-miRNAs y los lleva hacia las proteínas Tutasas (Tut-4 y 

Tut-7) que mono o poli-uridilan los pre-miRNAs, lo cual conlleva a favorecer el 

procesamiento hacia miRNAs maduros o dirigir su degradación respectivamente (Kim et al. 

2015). Los mecanismos de biogénesis de miRNAs señalados, los resumimos en la (Figura 4). 

 

3.2   microRNAs e isomiRs sus funciones en los testículos, y como sensores de la 

exposición a perturbadores endocrinos. 

Los miRNAs se expresan en el testículo e incluso algunos son exclusivos de este órgano 

(Barad et al. 2004; Seungil et al. 2007), mostrando evidencia de un rol funcional (Hossain et 

al. 2012;  Ro et al. 2007). Los niveles de expresión de miRNAs en el testículo cambian 

durante el desarrollo, pubertad  adultez y durante los ciclos de la espermatogénesis (Cutting et 

al. 2012; Buchold et al. 2010; Ro et al. 2007). Además, recientes investigaciones han señalado 
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que los miRNAs: miR-29, miR-142, miR-125, mir-451, miR-455, miR-335 estarían 

participando en la esteroidogenesis en las células de Leydig (Hu et al. 2012; Liu et al. 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Respecto a su participación en patologías testiculares. Los mutantes para Drosha-/- en células 

germinales muestran una perturbación severa de la espermatogénesis e infertilidad, mientras 

que los ratones deficientes de Dicer-/- en células somáticas (Huang & Yao 2010) y germinales 

(Hayashi et al. 2008) presentan una disminución en la proliferación de células germinales y 

deficiencias en la espermatogénesis que termina con pérdida de la fertilidad. Los mutantes 

para miRNAs específicos, como el miR-34a/b/c, miR-449 y miR-17-92, han mostrado inducir 

azoospermia u oligozoospermia en ratones (Comazzetto et al. 2014; Yuan et al. 2015; Tong et 

 
 

 Figura 4.- Biogénesis, regulación y degradación de miRNAs.  
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al. 2012). Por ello, se ha planteado la hipótesis que, “una expresión aberrante de miRNAs 

podría favorecer ciertas alteraciones en la espermatogénesis e infertilidad en machos” 

(Smorag et al. 2012).  

Por otro lado, Izzotti y colaboradores fueron los primeros en mostrar que las alteraciones en 

ciertos órganos inducido por la exposición a compuestos químicos carcinógenos como el 

humo del cigarrillo, se asociaban con cambios en la expresión de miRNAs (Izzotti et al. 2009). 

Esta evidencia ha sugerido que los miRNAs pueden ser indicadores sensitivos o nuevos bio-

marcadores de la exposición a tóxicos ambientales (Izzotti & Pulliero, 2014; Vrijens et al. 

2015). En lo que respecta a la exposición a ftalatos y alquifenoles, solo existe evidencia in 

vitro señalando que, la exposición a MEHP y NP desregula la expresión de miRNAs 

específicos (Choi et al. 2011; Meruvu et al. 2016). Sin embargo, el efecto de una exposición 

crónica a mezclas de ftalatos y alquifenoles sobre el 'miRNoma' del testículo de ratón, junto 

con los aspectos relacionados a sus mecanismos de biogénesis, edición, procesamiento, 

reciclamiento o degradación, aun no han sido investigados.  

 

Dado todo lo anteriormente expuestos, se propone la siguiente hipótesis. 
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HIPOTESIS 

 

“La exposición crónica in vivo a una mezcla definida de ftalatos y alquifenoles desregulan en 

ratón la expresión y función de microRNAs testiculares implicados en el balance 

testosterona/estrógenos y en la inducción de apoptosis, lo cual afecta la fertilidad masculina”. 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si la administración crónica de una mezcla definida de ftalatos y 

alquifenoles, induce en células de testículo de ratón cambios en la expresión de 

microRNAs que controlan la síntesis de estradiol y la apoptosis de células germinales. 

 

 

Objetivos Específicos: 

1.    Caracterizar alteraciones en la fisiología e histología testicular en ratones machos, 

expuestos de forma crónica a ftalatos y alquifenoles.  

1.1   Validar si la administración crónica de ftalatos y alquifenoles o sus mezclas, a las dosis   

empleadas inducen un efecto perturbador endocrino, sobre los testículos de ratones. 

1.2  Evaluar si la exposición crónica de ftalatos y alquifenoles o su mezcla inducen 

alteraciones en el tamaño y en la histología de los testículos de ratones. 

1.3   Determinar si la administración crónica de ftalatos y alquifenoles o su mezcla altera la 

progresión de la espermatogénesis. 
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1.4   Determinar si la administración crónica de ftalatos y alquifenoles o su mezcla inducen 

apoptosis de células germinales. 

1.5    Determinar si la fertilidad en ratones machos disminuye, frente a la exposición crónica a 

una mezcla de ftalatos y alquifenoles.  

 

 

2.    Evaluar si la exposición crónica a ftalatos y alquifenoles o su mezcla, alteran la 

expresión de enzimas de la vía esteroidogénica. 

2.1    Determinar en testículos de ratones si la expresión de transcritos de genes que codifican 

enzimas de la vía esteroidogénica se altera por la exposición crónica a ftalatos y 

alquifenoles o su mezcla. 

2.2   Determinar en testículos de ratones si la expresión proteica de la enzima aromatasa se 

altera por la exposición crónica a una mezcla de ftalatos y alquifenoles. 

 

 

3.    Determinar si la administración crónica de una mezcla de ftalatos y alquifenoles 

alteran los mecanismos de biogénesis, procesamiento, edición, regulación y 

degradación de microRNAs  

3.1    Determinar si la administración crónica de una mezcla de ftalatos y alquifenoles alteran 

la expresión de mensajeros, implicados en la biosíntesis, procesamiento, edición y 

degradación de microRNAs. 
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3.2     Determinar si la administración crónica de una mezcla de ftalatos y alquifenoles pueden 

alterar los mecanismos de regulación y estabilidad de las formas precursoras de 

microRNAs. 

 

4.     Determinar si la expresión de microRNAs se ve alterada por la exposición crónica a  

una mezcla de ftalatos y alquifenoles.   

4.1 Identificar en el testículo de ratón si la exposición crónica a una mezcla de ftalatos y 

alquifenoles modifica la expresión de microRNAs. 

4.2 Identificar en el testículo de ratón si la exposición crónica a una mezcla de ftalatos y 

alquifenoles modifican la expresión de variantes de microRNAs. 

 

 

5.     Determinar si microRNAs diferencialmente expresados participan en la apoptosis 

de células germinales y en la disminución de estradiol, inducidos por la exposición 

crónica a una mezcla de ftalatos y alquifenoles. 

5.1   Determinar in sílico, los procesos biológicos y las funciones moleculares que se podrían  

afectar por lo microRNAs diferencialmente expresados.  

5.2   Analizar in sílico las interacciones entre los microRNAs diferencialmente expresados y 

sus  mRNAs dianas.  

5.3 Correlacionar la expresión de los microRNAs diferencialmente expresados, con sus   

mensajeros y/o proteínas dianas, que estén involucrados en los procesos de apoptosis de 

células germinales y/o síntesis de estradiol. 
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MATERIALES 

 

 

1. Animales. 

Todos los procedimientos relativos al uso y manejo de animales fueron llevados a cabo de 

acuerdo con las regulaciones de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Pontificia 

Universidad Católica de Chile (UC) y del Consejo Superior de Investigaciones Científicas 

(CSIC), Madrid-España. Siguiendo las guías para el cuidado y uso de animales en la 

agricultura y la investigación del Consejo nacional de Investigación de Chile y de la comisión 

Europea (EC) bajo la directiva 86/609/EEC. 

Todos los protocoles experimentales desarrollados en este trabajo fueron revisados y 

aprobados por: 

1. Fondo Nacional de Ciencia e Investigación (FONDECYT) (No 1150532). 

2. Comité de Bioética/Bioseguridad de la facultad de Ciencias Biológicas No. CBB-009/2013. 

3. Dirección General del Medioambiente Madrid-España (Ref. PROEX 054/15). 

Para todos los experimentos se utilizaron ratones C57BL/6J procedentes de los bioterios de la 

Facultad de Ciencias Biológicas de la UC y del CSIC. Los ratones fueron hospedados bajo 

condiciones de control de temperatura, humedad, libres de patógenos, y en ciclos luz-noche de 

12 horas, con comida y bebida ad libitium. 
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2. Reactivos  

Tabla 1.- Principales reactivos usados durante esta tesis doctoral. 

Reactivos y Kits comerciales  Casa Comercial - código, país  

Ftlalato 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 

Hematoxilina  Merck 1051740500, Alemania 

Eosina Y  Sigma E4382, USA 

Fluoromount Aqueous Mounting Medium  Sigma F4680, USA 

Entellan®  Merck 107960, USA 

UltraVision detection system  Thermo-Scientific, TL-015HD, USA 

Kit Western lightning chemiluminescense reagent plus  PErkinElmer, Inc, USA 

Trizol  Invitrogen, USA 

SuperScript® Reverse Transcriptase  Invitrogen, 18064014, USA 

Taq DNA polymerase Invitrogen 10342020, USA 

M-MLV Reverse Transcriptase  Promega M1701. USA 

SYBR® Green Supermix Bio-Rad, 1708880, USA 

TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit  Thermo-Scientific, 4366596, USA 

TaqMan® Universal Máster Mix II, no UNG  Thermo-Scientific, 4440040, USA 
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3. Soluciones 

Tabla 2.- Principales soluciones usadas durante esta tesis doctoral. 

Nombre Composición 

PBS 
NaCl 136 mM, KCl 2.6 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1.7 

mM, pH 7,4 agua csp 

PBS-Tween 
NaCl 135 mM, KCl 2.6 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1.7 

mM, 0.1% Tween-20, pH 7.4, agua csp. 

PBS-BSA 
NaCl 136 mM, KCl 2.6 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1.7 

mM, 1% BSA, pH 7,4, agua csp. 

Agua DEPC (dietil 

pirocarbonato) 
0.1 % DEPC (v/v). 

Tampón TAE 
Tris 1.6 M, acetato sódico 0.8 M, EDTA 40 mM, pH 7.2, 

agua csp. 

Tampón 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 NaVO4 200 mM,  agua csp. 

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

Tampón Tris-HCl 1.5M pH 6,8  agua csp. 

Tampón Tris-HCl 1.5M pH 8,8  agua csp. 

Tampón de carga 4X 
TrisHCl 1M pH 6.8, glicerol 10% (v/v), SDS 10%, Azul de 

bromofenol 0,2%, DTT 1.2%, β-mercaptoetanol 2% (p/v). 

Tampón de corrida de 

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

Tampón de Transferencia de 

proteínas 

Tris 25 mM, glicina 0,2 M, 0,1 % SDS, 20% metanol,  pH 8,3 

(v/v). 

Solución de Bloqueo para 

proteínas (PBS-Tween-3% 

leche) 

NaCl 136 mM, KCl 2.6 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1.7 

mM, 0.1% Tween-20, 3% leche descremada, pH 7.4, agua 

csp. 

Solución tampón 2X geles 

bidimensionales 

7 M Urea, 2 M thiourea, 4 % [p/v] CHAPS and 0.0003 % 

[w/v] azul de bromofenol, agua csp. 

Solución tampón de 

equilibrado 

50 mM Tris·HCl pH 8.8, 2 % [p/v] SDS; 6 M urea; 30 % 

[v/v] glycerol 

Solución de Citrato de Sodio Na2H ((C3H5O (COO)3) 0,01M, pH 6, agua csp. 

Solución de Bouin 
Acido pícrico 75%, Formalina 25%, Acido Acético 5% en 

exceso, (v/v) 

Solución de Acido Peryodico 0,5% acido peryodico, agua csp. 

Reactivo de Schiff 
Fuscina básica 1gr, HCl 1N (20 ml), Na2S2O5 1gr, Carbón 

Vegetal activado 0,1gr, agua csp 200 ml. 

Solución de IP 3 µM Yoduro de Propideo (IP),  agua csp. 
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4. Sistemas operativos, programas y bases de datos: 

Tabla 3.- 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 5, USA 

R/Bioconductor  

Mendeley 1.14, New York, USA 

 

Tabla 4.- Principales bases de datos y herramientas web, usadas en esta tesis doctoral. 

Bases de Datos  Dirección web 

BLAST (“Basic Local Alingment search 

Tool”) 
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/Isomirage/  

MirBase http//www.mirbase.org/ 

MGI-Mouse Genome Informatics  http//www.informatics.jax.org/ 

miRWalk  
http//zmf.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/ 

Net-primer http//www.premierbiosoft.com/ 

Pubmed www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 

TargetScan http//www.targetscan.org/ 

Uniprot http//www.uniprot.org/ 

Genecards  http://www.genecards.org/ 

 

 

 

 

http://www.ensembl.org/index.html
https://www.google.cl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjikqaantXLAhXGJCYKHTvFB78QFgglMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.informatics.jax.org%2F&usg=AFQjCNHaSvQxwj1zvIGNRCVaa5ErnuMSWQ&sig2=9kk0FufjIkAmgO2Lgkaw7Q&bvm=bv.117218890,d.eWE
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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5. Oligonucleótidos: 

Tabla 5.- Descripción, secuencia y eficiencia (E) de las parejas de cebadores empleados 

en esta tesis.  

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

durante esta tesis, rojo determinada previamente (García-López & del Mazo 2012), ND = No 

determinada, pero publicada (Brieño-Enríquez et al. 2015). La eficiencia de los cebadores para 

parejas de miRNAs maduros procedentes de sondas TaqMan, se estimo en 2. 

 

Gen Forward Reverse E 

Sp1 
TGCCACCATGAGCGACCAAGA

TCA 

TGCTGCTGCTTCGAGTCTGAGA

AA 
1,71 

StAR CATCAGAGCTGAACACGGTC CCACCCCTTGAGGTCAATAC 2,10 

Cyp11a1 AAGTATGGCCCCATTTACAGG TGGGGTCCACGATGTAAACT 1,87 

Cyp17a1 
CTCCAGCCTGACAGACATTCT

G 
TCTCCCACCGTGACAAGGAT 1,86 

Hsd3b1 
ACATGGCTCTGGGAGTTATAA

GGT 
TTAGTGACTGGCAAGGCTTCTG 1,84 

Srd5a1 GCGCTAGTCTACCTGGAGGGT GAAGAGCCCACCATCTGGAG 1,78 

Cyp19a1 ATTGGCATGCACGAGAATGG ATTGGCATGCACGAGAATGG 2,20 

LxR-β CGCTACAACCACGAGACAGA TGTTGATGGCGATAAGCAAG 1,92 

Gapdh 
GCTGATGCTCCCATGTTCGTG

AT 

GTGGTGCAAGAGGCATTGCTGA

C 
1,72 

Drosha GGACCATCACGAAGGACACTT ATGCCCAGTTCCTCTGCTACCT 1,85 

Dicer GGATGCGATGTGCTATCTGGA GCACTGCTCCGTGTGCAA 1,77 

Xpo5 GAAGTAGCCCCCTCGTCTGT AGCAGTGCTGTGCAGACATC 1,80 

Ago2 GCCGTCCTTCCCACTACCAC GGTATTGACACAGAGCGTGTGC 1,92 

Adar 1S GGGTCTTGATCGGGGAGA CTGCCAGAGAGAGGAAGTG 1,90 

Tudor-

SN 
TCTACATCGACTACGGCAACA GTGCTGAAGGCAGGTGGTA 1,86 

Lin-28b GAGTCCAGGATGATTC CAAGA GAGTCCAGGATGATTC CAAGA ND 

Tut-4 CAGCAAAGAAAGCCACCAGT AAAAGGCATTCCATCCATCA ND 

Tut-7 CATTAAAAAGGAATGCCCACA 
TTCTTTTTGTCTTCATGTAAAAG

CAC 
ND 

H2afz 
ACAGCGCAGCCATCCTGGCGT

A 
TTCCCGATCAGCGATTTGTGGA 1,96 

Ppia CGCGTCTCCTTCGAGCTGTTTG 
TGTAAAGTCACCACCCTGGCAC

AT 
1,98 

pre-let7f 
GATTGTATAGTTGTGGGGTAG

TGA 
TCAGGGAAGGCAATAGATTGTA 2,02 
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pre-let7b 
GGGTGAGGTAGTAGGTTGTGT

G 
CAGGGAAGGCAGTAGGTTGT 1,98 

pre-let7a 
GGTAGTAGGTTGTATAGTTTT

AGGG 

TCACCTTAGGAAAGACAGTAGA

TT 
1,83 

pre-

miR27a 
GAGGAGCAGGGCTTAGCTG CAGGGGGCGGAACTTAGC 1,78 

pre-

miR15b 
CTGTAGCAGCACATCATGGTT AATGATTCGCATCTTGACTGT 1,91 

pre-

miR17 

AATGTCAAAGTGCTTACAGTG

C 
ATGCTACAAGTGCCCTCACTG 2,08 

pre-

mir18 
GCGTGCTTTTTGTTCTAAGG GCCAGAAGGAGCACTTAGGG 1,97 

pre-

miR325 
TGCTTGGTTCCTAGTAGGTGCT GCACAGTGCTTGATTGATAGG 1,81 

pre-

mir141 
CAGTGCAGTGTTGGATGGTT 

CTTTACCAGACAGTGTTAGGAG

C 
1,94 

 

Identificador Procedencia Tipo 

mmu-let-7a-1-3p TaqMan® MicroRNA Assays (002178) Sonda 

mmu-miR-1a-3p TaqMan® MicroRNA Assays (002222) Sonda 

mmu-miR-99b-5p TaqMan® MicroRNA Assays (000436) Sonda 

mmu-miR-17-5p TaqMan® MicroRNA Assays (002308) Sonda 

mmu-miR-18a-5p TaqMan® MicroRNA Assays (002422) Sonda 

mmu-miR-15b-5p TaqMan® MicroRNA Assays (000390) Sonda 

mmu-miR-34b-5p TaqMan® MicroRNA Assays (002617) Sonda 

U6 snRNA TaqMan® MicroRNA Assays (001973) Sonda 
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6. Anticuerpos:  

Tabla 6.- Anticuerpos primarios y secundarios empleados durante esta tesis doctoral  

 

Anticuerpos Primarios Procedencia Tipo/Huésped Uso Concentración 

aromatasa Abcam, USA 
Policlonal / 

Conejo 

WB 200 µg/ml 

IHQ 20 µg/ml 

Caspasa-3 activa Cell Signaling, USA Policlonal / Ratón IHQ 1 mg/ml 

β-actina 
Sigma, ST. Louis, 

MO, USA 
Policlonal / Ratón WB 0,67 µg/ml 

Anticuerpos Primarios Procedencia Tipo/Huésped Uso Dilución 

Alexa Flúor 488 Anti-

conejo IgG (H+L) 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 
Policlonal / Mono IFI 1 en 2000 

Anti-ratón-HRP 

CPL Biologicals, 

Inc, USA - 
WB 1 en 5000 

Anti-conejo-HRP 

CPL Biologicals, 

Inc, USA - 
WB 1 en 5000 
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MÉTODOS 

 

 

1.  Diseño experimental  

En esta investigación se estudió el efecto en combinación (mezcla) e individual de 5 tipos de 

perturbadores endocrinos: Ftlalato de bis 2-etilhexilo (DEHP), Ftalato de dipentilo (DBP), 

Ftalato de bencilo y butilo (BBP) y los alquifenoles: 4-Nonilfenol (NP), 4-terc-Octilfenol 

(OP). Las dosis administradas en cada experimento se detallan en la (Tabla 7). 

Los compuestos individualmente o como mezcla se administraron por vía oral, disueltos en el 

agua de bebida. Las dosis finales de exposición fueron calculadas en base a un 0.1% de las 

concentraciones descritas como LOAEL para cada uno de los compuestos usados (evaluando 

efectos a nivel reproductivo); y considerando el volumen de agua ingerida por los animales 

determinado en un estudio piloto, junto con el peso corporal y los datos referidos en la 

literatura para este parámetro. Como grupo control se administró en el agua de ingesta, solo 

las soluciones en las cuales fueron diluidos los compuestos. Para los ftalatos se utilizó como 

control DMSO (dimetilsulfoxido) a una dosis estimada de 0,25 g/kg/día y para los alquifenoles 

se usó como control etanol a dosis estimada de 0,06 g/kg/día, Se especifica que la dosis 

NOAEL para DMSO ha sido establecidas en 2,5 g/kg/día, y para etanol 2,4 g/kg/día. Por lo 

que, en nuestro diseño experimental estamos muy por debajo de estos valores. 

El agua de ingesta con los tratamientos o el control, fue administrada simultáneamente, 

primero a hembras preñadas elegidas al azar desde el día 0.5 post-coito (la preñez fue 

asegurada luego de la detección del tapón vaginal), lo cual fue definido como nuestro (N) 

biológico. Los tratamientos se mantuvieron durante todo el periodo de preñez de las ratonas, 
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hasta el término de la lactancia, y al destete (día post-natal 21) de las crías. Los descendientes 

macho fueron seleccionados y hospedados por camadas en jaulas independientes, (4 animales 

máximo por jaula), para continuar con la administración de los tratamientos o el control, hasta 

los 60 y días de edad. Cumplido este periodo, un grupo de ratones machos expuestos fueron 

sacrificados, para la extracción de las muestras biológicas. Otros animales fueron mantenidos 

bajo los tratamientos hasta el día 75 de edad, para ser sometidos a cruza con ratones hembras 

no expuestas a ningún tratamiento y posteriormente para la obtención de muestras. 

Tabla 7.- Lista de ftalatos y alquifenoles, dosis y tiempo de exposición  

Compuesto Símbolo Dosis 
Inicio del 

tratamiento 

Final del 

tratamiento 

Ftlalato de bis 2-etilhexilo DEHP 0,3 mg/Kg/día 

Día 

post-coito 

0,5 

Día 

postnatal 

60 / 75 

Ftalato de dipentilo DBP 0,3 mg/Kg/día 

Ftalato de bencilo y butilo BBP 0,3 mg/Kg/día 

4-Nonilfenol NP 0,05 mg/Kg/día 

4-terc-Octilfenol OP 0,05 mg/Kg/día 

(DEHP + DBP + BBP) 

+ 

(NP + OP) 

Mezcla 0,01X  

(Mezcla de PEs) 

 

(0,3 mg/Kg/día 

de cada ftalato) 

+ 

(0,05 

mg/Kg/día de 

cada alquifenol) 

(DEHP + DBP + BBP) 

+ 

(NP + OP) 

Mezcla 0,1X 

(3 mg/Kg/día 

de cada ftalato) 

+ 

(0,5 mg/Kg/día 

de cada 

alquifenol) 

(DEHP + DBP + BBP) 

+ 

(NP + OP) 

Mezcla 1X 

(3 mg/Kg/día 

de cada ftalato) 

+ 

(5 mg/Kg/día 

de cada 

alquifenol) 

DMSO / Etanol Control 
0,25/0,06 

g/Kg/día 
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2. Histología de testículos 

Al final del tratamiento, los testículos fueron extraídos y fijados en solución de Bouin por 24 

horas, deshidratados por series de etanol/xilol e incluidos en parafina.  

Una vez montadas las muestras en parafina, fueron seccionadas en micrótomo (Leitz, Wetzlar, 

Alemania) a un espesor de 0,7µm y montadas en placas porta-objetivos previamente 

xilenizadas. Los cortes de tejido fueron desparafinados y rehidratados por series de 

xilol/etanol, y lavados en PBS para su evaluación histológicas por tinción PAS (ácido 

peryodico-reactivo de Schiff contrateñidos con hematoxilina) siguiendo un protocolo estándar.  

Las secciones fueron observadas en microscopio Olympus CX31 (Olympus, Japón), los 

parámetros morfológicos fueron determinados en fotos adquiridas por una cámara digital 

Olympus 5XC-3 (Olympus, Japón) y se desarrollaron análisis morfométricos usando el 

software ImageJ (Schneider et al. 2012). 

 

3. Evaluación de la fertilidad y medición de parámetros de fecundidad. 

Animales representativos de cada N por grupo, fueron seleccionados al azar y mantenidos con 

los tratamientos (control y mezcla de PEs) hasta el día 75 de edad para asegurarnos que sean 

potencialmente fértiles. Cumplido el tiempo se los colocó en jaulas individuales cohabitando 

con dos hembras no expuestas a ningún tratamiento, La cruza se mantuvo durante 8 días (para 

asegurar a los menos dos ciclos estrales completos). Se aseguró la cópula con la detección del 

tapón vaginal, y la preñez efectiva se aseguró por el aumento del peso corporal de las hembras. 

Entre los días 18 a 20 post detección del tapón vaginal, las hembras cohabitadas fueron 

sacrificadas para la cuantificación del número de implantaciones y reabsorciones en cada uno 

de los cuernos uterinos. Mientras que, cada ovario fue extraído, colocado en una solución de 
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Bouin y procesado para su evaluación histológica como se detalló en el apartado anterior. 

Secciones seriadas de cada ovario fueron teñidas con hematoxilina-eosina, y se cuantifico el 

número de cuerpos lúteos por ovario.  

A otro grupo de hembras preñadas por animales controles o expuestos a los diferentes 

tratamientos se les permitió terminar la preñez. Una vez nacidos los neonatos, entre los días 1 

y 3 de edad se contabilizó el numero de crías nacidas, tanto vivas como muertas.   

Con todos los datos se procedió al cálculo de los siguientes parámetros: Tasa gestacional, 

índice de fecundidad, potencial de fertilidad, número de implantaciones, número de 

reabsorciones, perdida pre-implantacional, mortalidad fetal y tamaño de la camada. 

 

4. Inmunohistoquímica  

La recuperación de antígenos presentes en secciones de testículos de ratón de 0,7µm de 

espesor, provenientes de muestras fijadas e incluidas en parafina de los animales expuestos a 

los ftalatos y alquifenoles, sus mezclas o a los controles, se realizó mediante exposición de 

estos a vapores de citrato de sodio. Para el ensayo de inmunohistoquimica, se utilizó el sistema 

de detección Ultra Visión (Thermo-Scientific). Las muestras fueron tratadas primero con H2O2 

al 3% por 10 minutos. A continuación, con el objetivo de prevenir uniones inespecíficas, se 

aplicó por 10 minutos el bloqueador de proteínas estándar, lavando tres veces por 5 minutos 

con una solución PBS-Tween entre cada paso del protocolo. Luego se incubó con el 

anticuerpo primario durante toda la noche en una cámara húmeda a 4°C. 

Transcurrido este periodo, las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS-Tween. Y se aplicó el 

anticuerpo secundario unido a biotina, y las soluciones de streptavidina-biotina y peroxidasa 
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10 minutos cada una. En cada paso de incubación las secciones fueron lavadas 3 veces durante 

5 minutos con PBS-Tween. 

Finalmente, se adicionó durante 30 segundos una solución de cromógeno-sustrato preparada 

en el momento, consistente en solución Tris–HCl, 0,8% H2O2 (DAB sustrato) y 3,3-

diaminobenzidina tetrahidrocloride (cromógeno). Para detener la reacción del cromógeno con 

el sustrato, cada muestra fue lavada en agua destilada. 

Las muestras fueron contrateñidas con hematoxilina, deshidratadas en pasos sucesivos de 

etanol/xilol, montadas en resina (Entellan®), observadas en microscopio Olympus CX31 

(Olympus, Japón) y fotografiadas con cámara digital Olympus 5XC-3 (Olympus, Japón).   

 

5. Inmunofluorescencia indirecta  

Secciones de testículos de ratón de 0,7µm de espesor, provenientes de muestras fijadas e 

incluidas en parafina de los animales expuestos a la Mezcla de PEs y controles, fueron 

sometidas a una recuperación de antígenos mediante vapores de citrato de sodio. A 

continuación con el objetivo de prevenir uniones inespecíficas, se incubó por 1 hora con PBS-

BSA como solución de bloqueo, transcurrido el tiempo se procedió a lavar las muestras tres 

veces por 5 minutos con PBS-Tween y se incubó con el anticuerpo primario diluido en PBS-

BSA, durante toda la noche en una cámara húmeda a 4°C.  

Transcurrido el periodo de incubación con el anticuerpo primario, las secciones se lavaron 3 

veces por 5 minutos con PBS-Tween y se incubaron en oscuridad con una solución que 

contenía el anticuerpo secundario diluido en PBS-BSA, durante 2 horas. Finalizado este 

periodo las muestras fueron lavadas y los núcleos celulares fueron teñidos con una solución de 

IP, para luego ser montadas con fluoromont®.   
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Las secciones fueron observadas en el microscopio confocal invertido Olympus Fluoview SV-

1000 (Olympus, Japón). Todos los parámetros fueron mantenidos constantes, para un 

particular tipo de experimento, las imágenes fueron adquiridas en 8 bits y se usaron 2 canales, 

con el canal No 1, se usó el anticuerpo secundario Alexa 488 a una λ de excitación 488 nm, λ 

de emisión 505-525 nm; y con el canal No.2 se usó IP a una λ de excitación 493 nm, y λ de 

emisión de 630 nm. Se garantizó que la intensidad I=(x, y, z), no estuviese saturada y que el 

fondo de la imagen fuese superior a 1, ajustando la potencia del laser, la ganancia y el offset 

del detector. Se empleó el objetivo de 60X, y la superposición de las señales de Alexa 488 e IP 

se realizó con el software Olympus Fluowiew 5.0. 

 

6. Medición de hormonas esteroideas. 

Ratones expuestos a los ftalatos y alquifenoles, sus mezclas o a los controles fueron 

anestesiados vía intraperitoneal (IP), con ketamina (80-120 mg/Kg) / xilacina (5-16 mg/kg) y 

por punción cardiaca se extrajo sangre, con ayuda de una jeringa de tuberculina (un volumen 

aproximado de 1 ml). La sangre se dejó coagular y luego, por centrifugación, se recogió una 

fracción de sobrenadante, que corresponde a suero sanguíneo, el cual fue congelado a -80°C 

hasta su utilización. 

Se aisló fluido intratesticular (seminiferous tubular fluid [STF]), de acuerdo con el protocolo 

descrito por (Jarow et al. 2001), el cual fue luego almacenado a -80°C hasta su utilización. Se 

midieron los niveles de testosterona y estradiol en 50 µl de suero sanguíneo cada uno y en 5µl 

de liquido intratesticular de cada testículo por animal (diluido en 300µl de PBS). La medición 

se realizó por radioinmuno-ensayo (RIA) en el Departamento de Endocrinología de la UC. 

Todas las muestras fueron ensayadas simultáneamente y medidas en duplicado. La 
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sensibilidad  y los coeficientes de variación (CV) de los intra e inter-ensayos fueron: para 

testosterona 4,93 pg/tubo, CV <13,4 y <7,6 respectivamente, y para estradiol 2,25 pg/tubo, CV 

<11,3 y <24,9 respectivamente (Tabla 8). 

Tabla 8.- Sensibilidad y coeficientes de variación para las mediciones de hormonas por 

RIA. CV= coeficiente de variación. 

 

Hormona 

medida por 

RIA 

Intra-ensayo CV Inter-ensayo CV Limite de 

detección 

(pM/ml) Bajo Medio Alto Bajo Medio Alto 

Testosterona 4,65 6,80 13,41 6,22 7,47 7,64 634,00 

Estradiol 6,41 6,65 11,32 8,09 15,67 24,99 408,00 

 

 

7. Purificación de proteínas y Western Blot 

Los testículos aislados de ratones expuestos a la Mezcla de PEs y controles, fueron 

decapsulados y homogenizados mediante sonicación en tampón RIPA, cóctel de inhibidor de 

proteasas y cóctel de inhibidores de fosfatasas. Las proteínas fueron purificadas por 

centrifugación a 12000 G a 4°C por 10 minutos y posteriormente fueron cuantificadas por el 

método descrito por Bradford (Bradford, 1976). A continuación 30 μg de proteínas se 

separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% SDS-PAGE bajo 

condiciones desnaturantes y reductoras. Las proteínas se transfirieron a una membrana de 

Nitrocelulosa (Thermo Scientific) manteniendo la carrera electroforética a 350 mA por 2 

horas. Las membranas fueron bloqueadas con una solución de bloqueo para proteínas e 

incubadas toda la noche con los anticuerpos primarios respectivos: anti-aromatasa (0,2 

mg/ml), y anti-β-actina (0.67 µg/ml) usado como control de carga. A continuación las 

membranas se lavaron tres veces por 5 minutos en PBS-Tween. Para luego incubarse por una 
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hora con sus respectivos anticuerpos secundarios conjugados con  peroxidasa de rábano 

(HRP). Cada Western Blot fue revelado por quimioluminiscencia. 

 

7.1    Precipitación y cuantificación de proteínas para análisis en geles bidimensionales. 

Se diseñaron grupos de tres replicas biológicas de proteínas aisladas de testículos de ratones 

adultos, tanto de los grupos control y como los expuestos a la Mezcla de PEs las cuales fueron 

purificadas como describimos anteriormente. 

Los extractos proteínicos fueron precipitados usando metanol/cloroformo (Wessel & Flugge 

1984) y las muestras fueron incubadas brevemente a 4°C añadiendo metanol frio y 

cloroformo. Luego las muestras fueron centrifugadas a 13,000 g / 4°C por 15 minutos. Se aisló 

la interface liquida que contiene las proteínas la cual fue lavada y centrifugada con metanol 

frio, obteniendo un precipitado de proteínas, el cual fue secado y re-suspendido en solución 

tampón 2X para geles bidimensionales. La concentración de proteínas fue cuantificada por el 

ensayo de proteínas RC-DC (BIO-RAD, USA). 

 

8. Electroforesis en 2D, adquisición de imágenes e identificación de la huella 

peptídica. 

La electroforesis bidimensional y la identificación de huella peptídica se llevaron a cabo en el 

Servicio de proteomica de CIB-CSIC. Para la electroforesis en 2D, alícuotas de 150 µg de 

proteínas fueron diluidas a un volumen de 350 µl en solución tampón 2X añadiendo 18.2 M 

DTT y 0.5 % de IPG solución tampón de anfolitos (pH 3-10) (Bio-Rad, USA). La primera 

dimensión fue corrida en tiras impregnadas con IPG (pH 3-10 NL, 17 cm, Bio-Rad, USA) en 

cámaras (Protean IEF cell system, Bio-Rad, USA) a 20°C. A continuación se desarrollo una 
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rehidratación activa a 50 V por lo menos durante 16 h. Se ajustaron los electrodos bajo los 

extremos de las tiras, y se corrió bajo el siguiente programa: rampa lineal 300 V durante 45 

minutos, 2 rampas rápidas de 3.500 V durante 22 h 45 minutos, y 5000 V durante 30 minutos, 

y una rampa rápida final de 100 V, hasta que la tensión total/tiempo alcanzó 80.000 V/h. El 

límite de corriente máxima fue 99 µA/tira. Cada tira de gel fue equilibrado con 5 ml de 

solución tampón de equilibrado añadiendo 52 mM de DTT por 15 minutos y luego en 5 ml de 

solución tampón de equilibrado añadiendo 130 mM de iodoacetamida por 15 minutos. 

La segunda dimensión fue corrida en geles de SDS-PAGE (12% de acrilamida) de 1,5 mm de 

espesor, 18 x 20 cm. Los geles fueron construidos con el protocolo de manufactura estándar 

(BIO-RAD), preparado el día anterior, y mantenidos a 4 °C antes de su uso. Los geles de la 

segunda dimensión fueron corridos a 5 vatios/gel durante 30 minutos y después a 17 vatios/gel 

hasta que el frente de corrida llegara hasta el borde inferior, en una cámara fría Protean II-xi 

Cell (Bio-Rad), y añadiendo 10 µl de marcador de proteínas (Bio-Rad). Los geles fueron 

teñidos con tinción SYPRO Rubí (Bio-Rad) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.  

Para la adquisición de las imágenes y cortar los spots de interés se utilizó el equipo EXQuest 

Spot Cutter (Bio-Rad). Los spots seleccionados y cortados fueron sometidos a una digestión 

enzimática. Para tal proceso, las piezas de gel fueron primero lavadas con 50mM de 

bicarbonato de amonio (Sigma) y luego incubadas con acetonitrilo (Scharlau) y tripsina 

(Promega) a una concentración de 12,5 ng/µl en 50 nM de solución de bicarbonato de amonio 

por 8h a 37°C. Se añadió a la extracción de péptidos 100% de acetonitrilo conteniendo 0.5% 

ácido trifluoroacético (Sigma). La elución de péptidos en tripsina fue secada por 

centrifugación y re-suspendida en 6 µl de acetonitrilo al 30%, ácido trifluoroacético 0,1% 1 µl. 

Cada mezcla de péptidos fue depositado en 800 µM de AnchorChip (Bruker-Daltonics) 
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añadiendo 1 µl de la solución de 3mg/ml de α-cyano-ácido 4hidroxicinámico en 33% de 

acetonitrilo-0.1% ácido trifluoroacético, dejando secar en un cuarto de temperatura. 

Una vez digeridas las muestras, se analizaron en el espectrómetro de masas Autoflex III TOF-

TOF (Bruker-Daltonics). La calibración del equipo fue realizada con iones fragmentados 

obtenidos de una mezcla de péptidos en el rango de 750 a 4000 Da, el error típico observado 

en la calibración estuvo debajo de 50 ppm. El resultado es un espectro con una serie de masas 

(m/z) que corresponden a los péptidos trípticos característicos de la o las proteínas presentes 

en los spots seleccionados. Esas masas y sus fragmentaciones se combinaron usando el 

programa BioTools 3.0 (Bruker-Daltonics) y se enfrentaron a la base de datos de proteínas no-

redundantes (SwissProt) del NCBI. Empleando el motor de búsqueda MASCOT 2.3 (Matrix 

Science) se compararon todas las masas trípticas teóricas de las proteínas contenidas en la base 

de datos frente a las masas experimentales obtenidas de los spots seleccionados. Proteínas con 

una puntuación (score) superior a 75 fueron consideradas significativas (p-valor <0,05) 

(Figura 5). 
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Figura 5.- Análisis de proteomica comparativa 

A) Imágenes de geles bidimensionales; B) análisis de regresión lineal, para las muestras 

control y expuestas a la Mezcla de PEs, junto con los spots seleccionados. Las proteínas 

elegidas para el análisis e identificación de la huella peptídica, se muestran en círculo y con 

su número de spot respectivo, azul aumenta su expresión, rojo disminuye su expresión. 
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9. Extracción de RNA y reacción de amplificación mediante RT-qPCR 

Para la extracción del RNA, los testículos se decapsularon y se aisló el RNA por medio del 

reactivo TRIzol® (invitrogen, USA). El RNA de cada muestra fue resuspendido en agua libre 

de RNAsas y almacenado a -80°C hasta su procesamiento. Inicialmente, la cuantificación de la 

concentración de RNA se midió por fluorimetro Quobit. Para  definir la concentración de 

RNA a usar y para el análisis final de la integridad del RNA extraído, se determino a todas las 

muestras su absorvancia a λ 260/280 en espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 y por 

Bioanalizador 2100 (Agilent) respectivamente. En las muestras a analizar por secuenciación se 

utilizo un valor de RIN (estimador de la calidad del RNA extraído) superior a 9, mientras que 

para los ensayos de qPCR el RIN aceptado fue superior a7 (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

   A      B    

  

Figura 6.- Grafico representativo de los perfiles de integridad de RNA medidos por 

bioanalizador  

A) RNA de testículos de grupo control. B) RNA de testículos del grupo tratado con la 

mezcla de PEs. Se especifica que el máximo valor de integridad de RNA (RIN) es 10. 
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Para todos los ensayos por qPCR se utilizó 500 ng de RNA, para la retro-transcripción (RT) a 

cDNA, con 2.5 µM de OligodT (17), 1X First-Strand Buffer, 0,01 M de dithiothreitol (DTT), 

0,1 mM de cada deoxiribonucleotido trifosfato (dNTP) y 200 unidades de la enzima 

transcriptasa reversa Superscript II (Invitrogen). Las reacciones se llevaron a cabo en un 

volumen final de 20 μl con agua libre de RNase, siguiendo el protocolo térmico sugerido por 

el fabricante. Una vez retrotranscritos los RNA a cDNA estos se amplificaron por variantes de 

la reacción en cadena de la polimerasa. Se usó 10μl de 2x SYBR Green PCR supermix (Bio-

Rad), como fluoroforo con afinidad por DNA, y cuya intensidad de fluorescencia incrementa 

proporcionalmente al número de moléculas de DNA de doble cadena producidas durante la 

amplificación. La reacción se llevó a cabo con 2 μl de cDNA y 0,0625μM de cada cebador 

especifico, en un volumen de reacción de 20 μl. La qPCR se desarrolló en un equipo de 

detección iQ5 (Bio-Rad, USA), utilizando 40 ciclos del siguiente protocolo térmico: 

Desnaturalización 

Inicial 

Desnaturalización 

Alineamiento 

de cebadores al 

cDNA molde 

Extensión 
Extensión Final 

40 ciclos 

     95°C 95°C 

   4:00 min 0:30 min 

 

72°C 72°C 

  

60°C 0:30 min 10:00 min 

  

0:30 min 

   

Para la determinación de la expresión de miRNAs maduros, se utilizaron las sondas de 

hidrólisis tipo TaqMan (Applied Biosystems). Las cuales emplean para la síntesis de la cadena 

complementaria al miRNA que se desea analizar, un cebador específico que se alinea 
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formando una región bucle, de tal forma que, por PCR sobre este bucle se alinea luego el 

cebador inverso complementario al miRNA que se desea analizar (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De este modo 500 ng de RNA fueron retro-transcritos usando el kit de transcripción reversa 

para TaqMan® real-time, Luego se desarrolló la qPCR con 2 μL del producto de retro-

transcripción, 1× TaqMan® Universal PCR máster mix, y 1 µl de los cebadores específicos 

del kit para miRNAs TaqMan® Las reacciones se llevaron a cabo en un equipo de detección 

Termo-Fisher 7500 (Fast real time, USA), utilizando 40 ciclos del siguiente protocolo térmico: 

Desnaturalización 

Inicial 

Desnaturalización 

Alineamiento 

de cebadores al 

DNA molde 

40 ciclos 

   95°C 95°C 

 10:00 min 0:15 min 

 

  

60°C 

  

1:00 min 

 

Figura 7.- Esquema de ensayos con sondas TaqMan para miRNAs (Chen et al. 2005) 
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Para detectar los cambios en la expresión del mensajero se analizaron las curvas de 

disociación obtenidas, que son proporcionales a la cantidades de mensajero o transcrito 

presentes en las muestras y para la cuantificación relativa de los niveles de transcrito y/o 

mRNA, se usó el método comparativo de Ct (
2-∆∆Ct

) (Livak & Schmittgen 2001; Schmittgen & 

Livak 2008). Este tipo de cuantificación mide los cambios en estado basal de un gen o 

transcrito de interés comparándolo con genes de expresión constante (genes de referencia), 

Para darle más robustez a los datos obtenidos por qPCR y dado que, se recomienda el uso de 

más de un gen endógeno de referencia para estudios que incluyan tratamientos toxicológicos, 

en tejidos sensibles como el testículo (Terje et al. 2015). En este trabajo se empleó para la 

normalización de nuestros datos de qPCR, la media geométrica de los niveles de mRNAs para 

los siguientes genes de referencia: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Gapdh), H2A 

miembro Z, de la familia de histonas (H2afz), Peptidilpropil isomerasa-A (Ppia). Y como gen 

de referencia para las formas maduras de miRNA se utilizo la expresión del snRNA-U6. 

 

9.1 Calculo de la eficiencia de los cebadores empleados: 

Dado que la determinación de la eficiencia de los cebadores a utilizar es particularmente 

importante en los ensayo por qPCR (Huggett et al. 2013). Como primera instancia decidimos 

evaluar la eficiencia de la pareja de cebadores que vamos a usar durante nuestra investigación. 

Definimos en nuestros ensayos una eficiencia 100% (E= 2), la cual indica la eficiencia con que 

la parejas de cebadores es capaz de duplicar la cantidad de producto (cDNA) por cada ciclo de 

amplificación, y aceptamos valores de eficiencias de hasta 1,7 como optimas. 

Para llevarlo a cabo empleamos 500 ng de RNA de testículo de ratones adultos sin 

tratamientos (3 replicas biológicas) que fueron retro-transcritos a cDNA, y realizamos 
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diluciones en serie (1/10 - 1/50 – 1/100 – 1/500) partiendo de una concentración conocida de 

cDNA (1µg),  empleando 3 replicas técnicas en cada ensayo. De este modo fabricamos curvas 

de calibrado para cada parejas de cebadores, donde el logaritmo de la concentración inicial del 

molde lo graficamos como variable independiente en el eje de las X y el ciclo de 

cuantificación (Cq) es graficado como variable dependiente en el eje de la Y. La eficiencia de 

la amplificación de una pareja de cebadores es determinada por la pendiente de la curva de 

calibración, dada por la siguiente ecuación E= 10 
-1/pendiente 

(Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la tabla 5 de la sección de materiales, se muestra los resultados del cálculo de la eficiencia 

para cada pareja de oligonucleótidos empleados.  

 

10. Análisis del miRNoma por secuenciación masiva de RNAs pequeños no codificantes 

(sncRNA-Seq). 

Se diseñaron dos genotecas de secuenciación de RNAs pequeños no codificantes (small no 

coding RNA- Sequence (sncRNA-Seq)), con grupos de tres réplicas biológicas de 1.5 µg de 

RNA aislado de testículo de ratones adultos controles y tratados con la Mezcla de PEs 

 

 Figura 8: Recta de calibrado para el gen normalizador Gapdh. 
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(RIN>9), siguiendo los protocolos de Ilumina (disponibles en www.illumina.com/support). La 

empresa encargada de llevar a cabo la creación de las genotecas, a partir del los RNAs 

suministrados y analizados cualitativa y cuánticamente, fue Next Generation Sequencing, de la 

Fundación Parque Científico (Madrid-España). Se separaron las fracciones por electroforesis 

en geles de poliacrilamida, de las cuales las de un tamaño menor a 60 (pb) fueron 

seleccionadas y ligadas a oligonucleótidos (adaptadores) y amplificados por PCR usando 

cebadores diseñados contra las secuencias de dichos adaptadores. Se corrieron las carreras de 

secuenciación en una sola línea, usando un MiSeq-Illumina sequencer® en cartuchos de 1X65 

ciclos. Una vez recibidas las secuencias de las genotecas, mediante la plataforma cutadapt 

(Martin 2011) eliminamos de las secuencias los adaptadores y limpiamos las mismas retirando 

aquellas menores a 12 nucleótidos. Las calidades de las secuencias fueron examinadas usando 

el programa FastQC. Para el mapeo de miRNAs e isomiRs en las librerías de secuencia se 

usaron las siguientes estrategias (Figura 9): 

1) Se uso Bowtie 1 como alineador para mapear las secuencias (Langmead et al. 2009), 

primero contra el genoma del ratón contenido en las bases de datos (mm10) descargado desde 

http://www.ensembl.org/index.html. Luego permitiendo hasta 3 errores de alineamiento, las 

secuencias fueron mapeadas contra la mirBase (versión 21) usando el siguiente desarrollo 

bioinformático (bowtie –v3 –p6 –l 10 –k 1 –tryhard –strata –best –all –chunkmbs 256). A 

continuación, se realizó la identificación y cuantificación de premiRNAs y miRNAs maduros 

utilizando HTSeq (Anders et al. 2015) y un archivo de formato GFF obtenido desde miRBase 

versión 21 ( Kozomara & Griffiths-Jones 2014). 

2)     Para la detección de isomiRs, usamos la plataforma web IsomiRage (Muller et al. 2014). 

http://www.ensembl.org/index.html
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Todos los archivos por muestra fueron reunidos en un único archivo que una las secuencias 

por genoteca, para luego continuar con los análisis de expresión diferencial.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11. Análisis Bioinformático  

Para obtener una única lista de potenciales mRNAs dianas para los miRNAs diferencialmente 

expresados y así evitar la predicción de falsos positivos, usamos la base de datos de miRWalk, 

la cual combina la búsqueda de múltiples bases de datos de predicción de mRNAs dianas para 

miRNAs. De este modo, empleamos los datos de: miRanda – miRDB – RNA22 – TargetScan 

y mirWalk (Dweep et al. 2014). Solo aquellos mRNAs predichos por 3 o más bases de datos 

junto con los mRNAs dianas validados, fueron incluidos en los análisis. Para hacer aún más 

preciso nuestro abordaje in sílico, solo seleccionamos mRNAs diana que fueran regulados por  

 

Figura 9.-. Diagrama de flujo, para la búsqueda de miRNAs e isomiRs por 

secuenciación de RNAs pequeños no codificantes. 
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un mínimo dos miRNAs. Posteriormente, usando los plugins de Citoscape: ClueGO y 

CluePedia (Bindea et al. 2009; Bindea et al. 2013) realizamos un análisis de Ontología génica 

(GO) para los mRNAs dianas seleccionados, y determinamos los procesos biológicos y las 

funciones moleculares enriquecidas.  

Finalmente para el análisis de redes y vías moleculares, usamos el software Ingenuity Pathway 

Analysis software (IPA) (Krämer et al. 2014), diseñando redes y buscando interacciones entre 

nuestros miRNAs diferencialmente expresados y sus mRNAs dianas o mRNAs reguladores, 

consultando la información obtenida en la memoria de IPA con los datos reportados 

exclusivamente en ratón y con los datos reportados para humano, ratón y rata. 

 

12. Análisis Estadístico 

Definimos como N biológico a las ratonas gestantes inicialmente expuestas desde el día 0.5 

post-coito a los diferentes ftalatos y alquifenoles, sus mezclas o los controles respectivamente. 

De esta forma cada ratón macho proveniente de una misma madre (hermanos) fue considerado 

como una réplica biológica, y obligatoriamente para sumar un nuevo N biológico los ratones 

machos analizados deberían provenir de madres diferentes.  

Para los distintos conteos, cuantificaciones, y medición de niveles proteicos, cada dato 

individual o el promedio de ellos fueron considerados como una variable independiente. Para 

los análisis de expresión de los mRNAs por qPCR, se realizaron cuatro replicas técnicas de 

cada una de las replicas experimentales. La estadística se analizó con el programa informático 

GraphPad Prim versión 5,0. Se analizaron las diferencias en las medias por los test no-

paramétrico Mann Whitney, y no pareado. El análisis de varianza se realizó por ANOVA con 
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post-test Bonferroni y Dunnett. Las diferencias se consideraron significativas con un p-valor 

menor igual a 0,05 y altamente significativos con un p-valor menor igual a 0,01 y 0,001. 

Para la selección de los spots de interés en los geles bidimensionales, se utilizó el software 

PDQuest 8.0. Utilizando un análisis de regresión lineal (LOESS) se analizaron 246 spots y se 

seleccionaron 23 spots que cambiaban significativamente su expresión; de los cuales 18 fueron 

correctamente identificados en el análisis de sus masas trípticas. 

Las lecturas de cada pre-miRNA, miRNA e isomiRs en las dos genotecas de secuenciación 

fueron previamente normalizadas por el número total de secuencias, expresándolos como 

porcentaje. Las secuencias mapeadas fueron primero normalizadas y para los análisis de 

expresión diferencial se utilizó la herramienta DESeq, contenida en el paquete bioinformático 

R, empleando un test de distribución binominal negativa y añadiendo un test de eliminación 

del 40% del cuartil más bajo (Anders et al. 2013; Anders & Huber 2010). Los valores de 

normalización obtenidos fueron para la genoteca de muestras control 1,066706 y para la 

genoteca de Mezcla de PEs 0,937413. De este modo, el número de secuencias diferentes se 

divide para sus correspondientes normalizadores en cada genoteca. Para expresar los 

resultados, se calculó la tasa de cambio de cada miRNA comparándolo con sus niveles de 

expresión en la muestra control y se aplicó el logaritmo en base 2 a cada uno de los datos. Para 

el agrupamiento jerárquico de los perfiles de expresión se utilizó como medida de similitud la 

distancia euclidiana y como medida de agrupamiento el ligamiento completo. Los mapas de 

calor que representan los perfiles de expresión de miRNAs e isomiRs normalizados obtenidos 

por sncRNA-Seq, se realizaron en el software MultiExperimental Viewer Version 4.1. 

Para los análisis de enriquecimiento por ontología génica, usamos el software ClueGO que 

utiliza un test de distribución hipergeometrica con un umbral de p-value > 0.05. 
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RESULTADOS 

 

 

1.- Caracterización de las alteraciones en la fisiología testicular en ratones machos 

expuestos de forma crónica a ftalatos y alquifenoles o sus mezclas.  

¿En qué dosis la exposición a ftalatos y alquifenoles o una mezcla de ellos, podrían tener 

efecto perturbador endocrino? ¿Cuáles son las consecuencias de una exposición crónica a 

estos compuestos o a una mezcla de ellos, sobre la fisiología reproductiva del hombre? Al 

inicio de nuestra investigación, se plantearon estas interrogantes, las cuales tienen mucha 

relevancia para la continuidad de la misma y para responder a la hipótesis. De esta forma, se 

diseño un sistema de exposición crónica vía oral, a una mezcla definida de ftalatos y 

alquifenoles en ratones machos, el cual se podría acercar a las condiciones que están expuestas 

las poblaciones humanas en la vida cotidiana.  

Primero ensayamos distintas concentraciones de nuestra mezcla, para definir si tendría efecto 

como perturbador endocrino sin producir toxicidad a nivel embrionario.  

Dado que la toxicidad gestacional, reflejada en términos generales como una disminución en 

el numero de crías nacidas (tamaño de la camada) es una medida directa y muy sensible para 

evaluar toxicidad de drogas y sus mezclas (ILO, 1998), se eligió este parámetro para 

determinar la posible toxicidad de la exposición  crónica a los compuestos en evaluación.  

De esta forma, la mezcla llamada 1X (30mg/Kg/día de cada: DEHP, DBP, BBP y 5mg/Kg/día 

de cada: NP y OP) disminuyó significativamente el tamaño de la camada comparándolo con el 

control y con aquellos animales que no tenían ningún tipo de tratamiento. Por lo cual, no se 

siguió trabajando con esta mezcla por considerarla tóxica (Figura 10A). 
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Dado estos resultados, resolvimos usar concentraciones 10 (3mg/Kg/día de DEHP, DBP, BBP 

y 0,5mg/Kg/día de NP y OP) y 100 veces menores (0,3mg/Kg/día de DEHP, DBP, BBP y 

0,05mg/Kg/día de NP y OP) a la mezcla inicial 1X, llamadas: mezcla 0,1X y 0,01X 

respectivamente.  Los resultados mostraron que el tamaño de la camada de las hembras con las 

mezclas 0,1X y 0,01X no fueron distintas significativamente a las del control ni a los animales 

sin ninguna exposición (Figura 10A). Por otro lado, también observamos que por 

exposiciones a los compuestos individualmente ningún ftalato ni alquifenol componentes de la 

mezcla 0,01X indujo disminución significativa del tamaño de la camada (Figura 10B). Por 

todo ello, continuamos nuestros estudios usando estas dos últimas dosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez definida las dosis con que se trabajaría, analizamos su efecto después de la exposición 

durante toda la gestación, lactancia y hasta la edad adulta de los ratones macho. En el suero 

sanguíneo de los animales de 60/75 días, expuestos a los ftalatos y alquifenoles, no se 

 

Figura 10.- La administración crónica de ftalatos y alquifenoles y sus mezclas, a bajas 

dosis, no inducen toxicidad natal.  

Numero de crías nacidas (tamaño de la camada) determinado al día 01 postparto: A) En los 

grupos controles (sin tratamientos), control y expuestos a las distintas mezclas de ftalatos y 

alquifenoles en dosis 0,01X - 0,1X y 1X. B) En los grupos no expuestas a ningún compuesto,  

al control, o a la mezcla 0.01X y por cada ftalatos y alquifenoles componente de esta mezcla. 

Cada barra es el promedio ± E.S, n> 3, ANOVA, post test Bonferroni * p<0,05 - ** p<0,01 - 

*** p<0,001. 
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observaron cambios en los niveles de estradiol o testosterona, ni en el valor del cociente de 

E2/T con ninguno de los tratamientos. Los resultados de los niveles de testosterona en el 

fluido intratesticular fueron similares a los del plasma. Sin embargo, se observó una mayor 

variabilidad en los niveles de testosterona en los animales expuestos a la mezcla 0,1X que a la 

mezcla 0,01X, lo que sugiere que potencialmente distintas concentraciones de una mezcla 

podría afectar en forma diferencial a los individuos. Los niveles de estradiol en liquido 

intratesticular y el cocientes de estradiol / testosterona,  se redujeron significativamente solo 

en los animales expuestos a la mezcla 0,01X (Figuras 11-12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.- Ratones expuestos a una mezcla de ftalatos y alquifenoles en diferentes 

dosis, no cambian sus niveles séricos de testosterona y estradiol. 

 

Cuantificación de los niveles de A) testosterona, B) estradiol, por RIA en suero sanguíneo y 

C) relación estradiol / testosterona, en los animales de los grupos controles, tratados con la 

mezcla 0,01X y mezcla 0,1X. Cada barra es el promedio ± ES de mediciones por duplicado 

por cada muestra, n> 3, ANOVA, post test Dunnett *: p<0,05,  **: p<0,01. 
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Estos resultados nos siguieren que la administración crónica de la mezcla 0,01X 

[(0,3mg/Kg/día de: DEHP, DBP, BBP), y (0,05mg/Kg/día de: NP, OP)] tendría una mayor 

acción como perturbador endocrino sobre los ratones machos. Ello indicaría un efecto de 

“dosis bajas”  como se ha postulado para la acción no normotónica de algunos de los 

perturbadores endocrinos (Diamanti-Kandarakis et al. 2009). Por ello se continuó trabajando 

únicamente con esta mezcla de ftalatos y alquifenoles, y desde ahora en este trabajo se la 

señala como “Mezcla de PEs”.  

 

Figura 12.- Ratones expuestos a una mezcla de ftalatos y alquifenoles disminuyen sus 

niveles de estradiol en fluido intra-testicular.  

 

Cuantificación de los niveles de A) testosterona, B) estradiol por RIA en líquido 

intratesticular y C) relación de testosterona/estradiol, en los animales de los grupos 

controles, tratados con la mezcla 0,01X y mezcla 0,1X. Cada barra es el promedio ± ES de 

mediciones por duplicado por testículo, n> 3, ANOVA, post test Dunnet *: p<0,05,  **: 

p<0,01. 
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Dado que estamos trabajando con una mezcla de compuestos, es posible que los efectos 

observados sean dados principalmente por uno o algunos y no todos los compuestos, o por la 

interacciones entre ellos. Para dilucidar esto realizamos el mismo protocolo anterior, 

cuantificando los niveles intratesticulares de testosterona y estradiol en testículos de ratones 

adultos tratados individualmente con cada uno de los ftalatos y alquifenoles componentes de 

Mezcla de PES. Los datos señalaron que los niveles de testosterona disminuyeron 

significativamente solo en animales tratados con DBP, pese a que se observo una tendencia a 

la reducción en aquellos tratados con BBP y NP (Figura 13A).  Por otra parte, los niveles de 

estradiol disminuyeron en los tratamientos con DEHP, DBP, NP, OP y con la mezcla de PEs 

(figura 13B). Estos resultados sugieren que en estas condiciones la Mezcla de PEs, así como 

la mayoría de sus componentes *DEP, DBP, NP y OP afectan los niveles de estradiol más que 

los de testosterona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.- Ratones expuestos a ftalatos y alquifenoles como compuestos individuales o 

como mezcla alteran diferencialmente los niveles de testosterona y estradiol en fluido 

intra-testicular.  

Cuantificación de los niveles de A) testosterona, B) estradiol por RIA en fluido intratesticular 

de: control, tratados con DEHP, DBP, BBP (0,3 mg/Kg/día), NP, OP (0,05 mg/Kg/día) y con 

la Mezcla de PEs, Cada barra es el promedio ± ES de mediciones por duplicado por testículo, 

n> 3, ANOVA post test Dunnet *: p<0,05,  **: p<0,01. 
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Dado estos datos, podemos decir que la mezcla de ftalatos y alquifenoles en las dosis 

indicadas actúan, de forma definida, como perturbadores endocrinos (PEs) y confirman que el 

efecto de mezclas de compuestos, de forma similar a la exposición por contaminación 

medioambiental, puede generar alteraciones diferentes o no detectadas en los modelos 

animales de exposición a compuestos individuales. 

Dado que el testículo es un órgano endocrino por excelencia, la exposición a perturbadores 

endocrinos y la consecuente disminución de los niveles de estradiol, podrían tener severas 

consecuencias sobre la fisiología de este órgano. Por ello quisimos evaluar el efecto individual 

y de la mezcla sobre diversos parámetros de la fisiología reproductiva.  

Primero se realizó una evaluación del índice gonadosomático (relación peso de los testículos/ 

peso corporal) y un análisis morfométrico. El peso corporal de los animales tratados con la 

mezcla de PEs y con los compuestos individuales, a excepción de NP aumento 

significativamente en relación al control (Figura 14A). Sin embargo, solo OP y la Mezcla de 

PEs redujeron significativamente el peso relativo de los testículos, desde 0,38 ± 0,03 para los 

animales expuestos solamente al control, a 0,30 ± 0,11 y 0,30 ± 0,05 para los animales 

expuestos a OP y la Mezcla de PE respectivamente (Figura 14B). Así pues, la sola presencia 

de OP parece inducir esta alteración en la exposición a la Mezcla de PEs. 

Este dato señala un efecto obesogénico a la exposición de los ftalatos o alquifenoles 

empleados en este trabajo (excepto, NP). Sin embargo, solo la exposición a OP afecta el peso 

de los testículos. Al mismo tiempo, en los parámetros evaluados hasta ahora no se ha reflejado 

un efecto sinérgico o aditivo a la exposición de mezclas de ftalatos y alquifenoles.  
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Para corroborar los resultados obtenidos de disminución del peso de los testículos en los 

animales expuestos a la Mezcla de PEs, se realizó un análisis morfométrico en cortes de 

testículos. El cual evidenció una disminución significativa en el diámetro de túbulos 

seminíferos, desde 366.3 ± 2.06 µm para los controles a 327.4 ± 1.87 µm en aquellos 

expuestos a la Mezcla de PEs. En el caso del espesor del epitelio también se observo una 

reducción desde 111.2 ± 0.83 µm para los controles a 95.5 ± 0.7 µm para los expuestos. En el 

caso del área de los túbulos seminíferos esta fue de 106.9 ± 1.24 µm
2
 para los controles y se 

redujo a 85.48 ± 0.9 µm
2
 en los expuestos (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.- La exposición crónica a ftalatos y alquifenoles y su mezcla, induce un 

aumento en el peso corporal y disminución en el peso de los testículos. 

Cuantificación del A) peso corporal y B) peso relativo de los testículos, en los animales de 

los grupos controles, tratados con DEHP, DBP, BBP (0,3 mg/Kg/día); NP, OP (0,05 

mg/Kg/día) y con la mezcla de PEs, Cada barra es el promedio ± ES, n> 3, ANOVA, post 

test Dunnett *: p<0,05,  **: p<0,01. 
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La evaluación al microscopio usando tinción PAS, evidenció diversos tipos de alteraciones en 

los túbulos seminíferos de los animales expuestos a los diferentes perturbadores endocrinos y/ 

o la mezcla, estas alteraciones incluían:  

1.- Agrupaciones celulares que podrían definirse como lesiones hiperplasicas e hipertróficas, 

en regiones del tejido intersticial donde se localizan la células de Leydig (Figura 16A).  

2.- Degeneración/atrofia de los túbulos seminíferos dada la presencia de desorden en el 

epitelio del túbulo y perdida del lumen, descamación de células germinales hacia el lumen del 

túbulo, y pérdida total o parcial de células germinales en diferenciación (Figura 16A). 

 

Figura 15.- La administración crónica de la Mezcla de PEs, inducen una reducción en el 

tamaño de los túbulos seminíferos en el testículo. 

Cuantificación por análisis morfométrico de: A) El diámetro, B) el espesor del epitelio y C) 

el área de los túbulos seminíferos. Cada barra es el promedio ± E.S de la cuantificación de 

más de 100 túbulos seminíferos por corte de testículo, n> 3, T-test Mann–Whitney, *p<0,05, 

**p<0,01, ***p<0,001. 
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Figura 16.- Ratones expuestos de forma crónica a ftalatos y alquifenoles y su mezcla, presentan alteraciones en la 

histología de sus testículos.  

 

Testículos de ratones de los animales de los grupos controles, expuestos a  DEHP, DBP, BBP (0,3 mg/Kg/día), NP y OP (0,05 

mg/Kg/día) y con la Mezcla de PEs, fueron sujetos a evaluación histológica por tinción PAS/hematoxilina, A) Principales 

alteraciones histológicas encontradas, se señalan con flechas. B) Imágenes representativas para cada grupo
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Cuantificando algunas de estas alteraciones, los datos mostraron que los animales expuestos a 

DEHP, DBP, OP y a la Mezcla de PEs presentaron un aumento significativo en el porcentaje 

de túbulos seminíferos con células desprendidas del epitelio del túbulo (Figura 17A). Del 

mismo modo, los datos mostraron que la exposición crónica a DEHP, DBP y a la Mezcla de 

PEs indujo un aumento significativo en el porcentaje de túbulos seminíferos con ausencia de 

lumen (figura 17B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Otra posible consecuencia del daño a los testículos, inducido por la exposición a perturbadores 

endocrinos, es la alteración de la progresión de la espermatogénesis. Lo cual está en directa 

correlación con la producción de espermatozoides y con patologías que inducen infertilidad. 

Para verificar si la progresión de la espermatogénesis se encuentra alterada, se cuantifico la 

frecuencia en la cual un túbulo seminífero se encontraba en un estadio de la espermatogénesis 

determinado, en los cortes de testículos de las muestras expuestas a controles comparados con 

los expuestos a ftalatos, alquifenoles o su mezcla. Sin embargo, en este apartado se señalan los 

estadios VI y VII, dado que en el ratón ellos son los más susceptibles a las alteraciones 

 

Figura 17.- Ratones expuestos de forma crónica a ftalatos y alquifenoles y sus mezclas 

aumentan el porcentaje de túbulos seminíferos degenerados.  

Alteraciones encontradas en los túbulos seminíferos; A) Túbulos seminíferos con 

desprendimientos, B) sin lumen. Cuantificación de 100 túbulos seminíferos. Cada barra es 

el promedio ± E.S, n> 3, ANOVA, post test Dunnett *p<0,05, **p<0,01. 
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hormonales y es donde se produce la espermiación (liberación de los espermatozoides al 

lumen del túbulo (Russell 1990), mientras que como anexo señalamos la frecuencia de todos 

los estadios cuantificados. Los datos revelaron que hubo una disminución en la frecuencia de 

los estadios VI y VII en los testículos de ratones expuestos a los alquifenoles NP, OP y a la 

Mezcla de PEs, pero no con el grupo de ftalatos. Al mismo tiempo, hay un aumento en la 

proporción de túbulos seminíferos que no pudieron ser clasificados en estadios específicos, en 

los grupos tratados con OP y con la Mezcla de PEs comparándolos con la frecuencia de los 

estadios de los animales del grupo control (Figura 18 y anexo I- Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recopilando hasta ahora estos datos, podemos señalar que, la exposición a los ftalatos y 

alquifenoles de manera individual o como mezcla, induce una degeneración de los túbulos 

seminíferos que estaría alterando la progresión de la espermatogénesis, lo que podría llevar a 

una producción alterada de espermatozoides o problemas reproductivos. 

 

Figura 18.- Testículos de ratones expuestos a ftalatos, alquifenoles y su mezcla, 

presentan alteraciones en la progresión de la espermatogénesis (estadios VI-VII y ND). 

Frecuencia del porcentaje de túbulos seminíferos en estadio VI-VII de la espermatogénesis y 

de los túbulos que no pudieron ser clasificados en ningún estadio, observado por corte de 

testículo. Cada barra es el promedio ± E.S de 100 túbulos seminíferos clasificados por grupo 

cada grupo, n> 3, ANOVA, post test Dunnett, * p<0,05, ND= no determinado 
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En la literatura, está descrita la correlación que existe entre un aumento de la apoptosis de 

células germinales y distintos grados de alteraciones del testículo, los cuales conllevan a  

potenciales problemas de fertilidad. Por esta razón, se quiso establecer si la exposición crónica 

a ftalatos y alquifenoles de forma individual o como mezcla induce apoptosis de células 

germinales. Los datos mostraron que existe un incremento significativo en el índice apoptotico 

determinado por conteo de células picnóticas (células en proceso de muerte, descritas con un 

gran tamaño y con núcleos muy condensados), únicamente en los testículos de ratones que 

fueron expuestos a ftalatos (DEHP, DBP, BBP) y a la Mezcla de PEs (Figura 20A).  

Para estudiar más de cerca el tipo de muerte celular que se estaría induciendo por estos 

compuestos, usamos como marcadores de apoptosis la inmunoreacción para la caspasa 3 

activa. Se observo en los mismos cortes de testículo un incremento significativo, respecto a los 

controles, en el número de células caspasa 3 activa/túbulo seminífero con todos los ftalatos, 

alquifenoles ensayados y para la mezcla de ellos. Por su localización en los túbulos 

seminíferos, se siguiere que mayoritariamente espermatocitos y espermatidas redondas 

estarían aumentando su tasa de apoptosis (Figura 20B-C).  

Estos datos sugieren que los ftalatos y alquifenoles o su mezcla inducen muerte de células 

germinales, principalmente por apoptosis. Sin embargo, las diferencias entre el efecto de 

compuestos individualmente o como mezcla, en las diferentes técnicas para evaluar apoptosis, 

podría asociarse, además del efecto intrínseco de cada compuesto o de la mezcla, a la 

presencia de otros tipos de muerte celular, así como en la dinámica de progresión a la 

inducción de apoptosis por cada tratamiento. 
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Finalmente, evaluamos la fertilidad en ratones machos. Los datos mostraron que no hay 

diferencias significativas en todos los parámetros reproductivos medidos, (tasa gestacional, 

índice de fecundidad y potencial de fertilidad) entre los animales controles y los expuestos a la 

mezcla de PEs (Tabla 9). Sin embargo, los datos señalaron que existían diferencias 

 

Figura 20- La administración crónica de ftalatos y alquifenoles, individualmente o 

como mezcla, inducen apoptosis de células germinales en ratones machos adultos. 

A) Cuantificación de células picnóticas, B-C) imágenes representativas y cuantificación 

con inmuno-marcaje para células caspasa 3 activa en testículos de ratones de los animales 

de los grupos controles, tratados con DEHP, DBP, BBP (0,3 mg/Kg/día), NP y OP (0,05 

mg/Kg/día) y con la mezcla de PEs. Cada barra es el promedio ± E.S de 100 túbulos 

seminíferos cuantificados por grupo. 
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significativas en las varianzas en ciertos parámetros, entre los grupos de animales expuestos a  

la mezcla de PEs comparándolas con los controles. Señalando una tendencia de reducción del 

potencial de fertilidad, dado que en los mismos animales existió la tendencia a aumentar el 

número de pérdidas pre-implantación, y del número de reabsorciones. Esto sugiere que existen 

poblaciones de animales cuya fertilidad puede estar más comprometida, probablemente por 

variaciones sutiles en la exposición a la Mezcla de PEs durante alguna ventana sensible del 

desarrollo de la gónada (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Poblaciones de ratones expuestos a la mezcla de PEs tienen comprometida 

su fertilidad.  

Circulo gris señala poblaciones de ratones con un potencial de fertilidad normal y sin 

inducir pérdidas pre-implantacional, círculo con colores señalan las poblaciones de 

animales en los cuales se alteran estos parámetros. Control n=9, Mezcla de PEs n=12. 
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Parámetro Control (N=9) 
Mezcla de PE 

(N=12) 
p-valué 

Tasa gestacional (%) * 100 ± 0.00 100 ± 0.00 
a
 ns 

Índice de fecundidad (%) * 100 ± 0.00 100 ± 0.00 
a
 ns 

Potencial de fertilidad (%) ** 98,77 ± 3,70 93,8 ± 10,13 
a
 ns 

No. de implantaciones al día 

Gestacional 20 7,40 ± 1,41 7,92 ± 1,38 
a
 ns 

No. de reabsorciones al día gestacional 

20 0,25 ± 0,47 0,46 ± 0,67 
a
 ns 

Perdidas pre-implantacional (%) ** 1,24 ± 3,70 6,2 ± 10,13 
a
 ns 

Mortalidad fetal  0,03 ± 0,06 0,08 ± 0,12 
a
 ns 

los datos son expresados como el promedio ± ES 

* Test chi-cuadrado 

** T-test no pareado 

ns= no significativo  

N= ratones machos adultos cruzados con dos hembras no expuestas a ningún tratamiento 

a
 Significativamente igual al control 

b
 Significativamente diferente al control 

Tasa gestacional: (No. de hembras preñadas / No de hembras expuestas a la cruza)*100 

Índice de fecundidad: (No de machos que engendraron al menos un feto viable / No. De 

machos expuestos a la cruza)*100 

Potencial de fertilidad: (No. de implantaciones / No. de cuerpos lúteos)*100 

Perdida pre-implantacional: (No. de cuerpos lúteos - No. de implantaciones) / (No. de cuerpos 

lúteos)*100 

Índice de mortalidad fetal: (No. de reabsorciones / No. de implantaciones)*100 

 

Hasta ahora, hemos podido asociar la reducción del contenido de estradiol testicular con las 

alteraciones histológicas, disminución en la progresión de la espermatogénesis y apoptosis de 

células germinales. Respecto a la primera alteración, es inevitable preguntarse: ¿Qué 

mecanismos están implicados en la  reducción de estradiol?  

Tabla 9: Ratones machos expuestos a la Mezcla de PEs, no presentan cambios 

significativos en sus parámetros de fertilidad. 
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Evidencias en la literatura han señalado que la exposición a perturbaodres endocrinos inducen 

cambios en la expresión de enzimas de la vía esteroidogénica y este sería el mecanismos que 

mediaría alteraciones en los niveles hormonales (Svechnikov et al. 2010). Nosotros creemos 

necesario comprobar si la exposición a nuestra Mezcla de PEs altera la expresión de estas 

enzimas y para ello abordamos el próximo objetivo.   
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2. Evaluar si la exposición crónica a ftalatos, alquifenoles o su mezcla, alteran la 

expresión de enzimas de la vía esteroidogénica. 

Los datos anteriores mostraron que la Mezcla de PEs inducía una reducción significativa de 

los niveles de estradiol en líquido intratesticular. En los testículos de mamíferos, la biosíntesis 

de estrógenos está regulada por la expresión de diversos elementos como: factores de 

transcripción (Sp1), transportadores de colesterol a la mitocondria  (Star) y de enzimas de la 

vía esteroidogénica como Cyp11a1, 3β-Hsd, Cyp17a1 y Cyp19a1. Por tal motivo, llevamos a 

cabo un análisis de los niveles de los transcritos de estas proteínas, en testículos de ratones 

adultos expuestos a los ftalatos, alquifenoles o su mezcla, comparándolos con los controles.  

Los resultados mostraron que, en los animales expuestos a la Mezcla de PEs los niveles de 

acumulación de los transcritos Sp1, Cyp11a1 y Cyp19a1 disminuyeron significativamente, 

mientras que los de Star y Cyp17a1 aumentaron, y los niveles del transcrito para la enzima 3β-

Hsd no se alteraron por el tratamiento (Figura 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Cambios en los niveles de transcritos que controlan la síntesis de estradiol, en 

testículos de ratones expuestos a la Mezcla de PEs. 

Niveles de mRNAs en los testículos de ratones expuestos a la Mezcla de PEs comparados con 

el control. Cada barra es el promedio ± E.S, n=3, T-test no pareado, *p<0,05, **p<0,01. 
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A continuación se analizaron los datos obtenidos para los niveles de mensajero de los 

transcritos evaluados anteriormente, en los animales expuestos de forma individual a cada uno 

de los ftalatos y alquifenoles componentes de la mezcla (Figura 23, anexo I-Tabla 10). 

De forma general, se observo lo siguiente: 

1) Cualquiera de los ftalatos y alquifenoles empleados inducen cambios a nivel de los 

mensajeros en al menos dos de los transcritos evaluados.  

2) Ninguno de los ftalatos y alquifenoles evaluados ya sea de forma individual o como 

mezcla, induce cambios en todos los transcritos evaluados. 

3) La exposición a ftalatos y alquifenoles disminuye los niveles de los mensajeros 

evaluados. A excepción del aumento de los niveles de Star y Cyp17a1 únicamente 

frente a la Mezcla de PEs. 

4) El ftalato DBP alteró las mayor cantidad de transcritos (5 genes alterados de un total de 

6 analizados) seguido por el alquilfenol OP (4 genes alterados de un total de 6 

analizados). 

5) Con la excepción del mensajero para Star y para Cyp17a1, los cambios en los niveles 

de los otros mensajeros evaluados, inducidos por los ftalatos y alquifenoles 

componentes de la mezcla se relacionan con los cambios producidos por la mezcla. 

6) El ftalato DBP como los alquifenoles NP y OP disminuyen significativamente los 

niveles de 3β-HSd. Sin embargo, ese efecto no se ve reflejado cuando se administra la 

mezcla. 

7) Para los niveles de mensajero de Cyp19a1, se observo que todos los ftalatos y 

alquifenoles empleados lo redujeron significativamente. Por consiguiente el efecto de 
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la mezcla puede ser inducido por cualquiera de sus componentes, siendo este transcrito 

potencialmente más sensible a la acción de la Mezcla de PEs. 

8) Finalmente, en ninguno de los mensajeros evaluados se observa un efecto aditivo o 

sinérgico de la mezcla en comparación con los ftalatos y alquifenoles individualmente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23.- Efecto de los ftalatos y alquifenoles por individual y como mezcla, sobre 

los niveles de mRNAs que participan en la vía esteroidogénica. 

Niveles de: A) Sp1; B) Star; C) Cyp11a1; D) Cyp17a1; E) 3β-Hsd; F) Cyp19a1; en 

testículos de ratones de los animales de los grupos controles, DEHP, DBP, BBP (0,3 

mg/Kg/día), NP, OP (0,05 mg/Kg/día) y con la Mezcla de PEs respectivamente. Niveles de 

mRNAs relativos a la expresión de Gapdh, H2afz y Ppia. Cada barra es el promedio ± E.S 

de las mediciones por qPCR, n=3, T-test no pareado y ANOVA post test Dunnett, * 

p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
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Dado que la enzima aromatasa (Cyp19a1) es clave para la síntesis de estradiol a partir de 

testosterona se evaluó en qué periodo del desarrollo del testículo de ratón se podría detectar la 

disminución en el transcrito de esta enzima, inducido por la Mezcla de PEs.   

Para ello, utilizamos RNA aislado de gónadas de ratones de 14,5 días postcoital, 3 días 

postnatales y adultos (todos expuestos a los tratamientos desde el primer día de la concepción) 

y evaluamos la expresión de Cyp19a1. Los resultados mostraron que los niveles de mensajero 

para aromatasa fueron similares entre los embriones de 14,5pc expuestos a los controles y a la 

Mezcla de PEs. Sin embargo, los niveles del transcrito disminuyeron significativamente en 

ratones de 3 días y adultos de 60 días de edad (Figura 24).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 24.- La disminución de los niveles de mensajero de aromatasa inducida por la 

Mezcla de PEs comienza a reflejarse en ratones neonatos. 

 

Niveles de Cyp19a1, en gónadas de embriones machos de 14,5 días, en testículos de 

ratones neonatos de 3 días y testículos de ratones adultos de 60 días, para los animales 

expuestos a la Mezcla de PEs comparados con animales del grupo control. Niveles de 

mRNAs relativos a la expresión de Gapdh, H2afz y Ppia. Cada barra es el promedio ± 

E.S, n> 3, T-test Mann–Whitney, *p<0,05, **p<0,01.  
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Estos resultados indican que la Mezcla de PEs no altera la síntesis de estradiol en la gónada 

fetal, sino que este proceso comenzaría en los testículos de los ratones neonatos y persiste en  

animales adultos, lo cual se podría asociar con la proliferación de la población de células de 

Leydig adultas, al inicio de la espermatogénesis. Ademas, la disminución de Cyp19a1 desde 

los 3 dias de edad, es un evento molecular inicial que se observa alterado y que podria explicar 

en parte las alteraciones en el fenotipo en los testículos de ratones adultos, inducido por la 

exposición a la Mezcla de PEs. 

Para corroborar si lo cambios que observamos a nivel del transcrito de Cyp19a1 se reflejan a 

nivel proteico, quisimos determinar si los niveles proteicos y la localización subcelular de las 

enzima aromatasa (Cyp19a1) se vieron afectados por la exposición a la Mezcla de PEs. Los 

datos mostraron que la enzima aromatasa disminuyo significativamente en los testículos de 

ratones adultos que fueron expuestos hasta los 75 días de edad (Figura 25-26). En estos  

mismos animales, la localización subcelular de Cyp19a1 se mantiene inalterada, observando 

inmuno-marcaje solo en las células que se localizan alrededor del túbulo seminífero, las cuales 

corresponderían a células de Leydig principalmente (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25.- Ratones expuestos a mezclas de PEs presentan una disminución de los 

niveles proteicos para Cyp19a1. 

Niveles proteicos para Cyp19a1 relativos a la expresión de β-Actina, en los animales 

expuestos a la Mezcla de PEs comparados con animales del grupo control. Cada barra es el 

promedio ± E.S, control n=7, Mezcla de PEs n=9, T-test Mann–Whitney, *p<0,05 
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En resumen, la disminución del estradiol intratesticular por la exposición a la Mezcla de PEs, 

ocurre mediada por cambios en la expresión de diversos transcritos que participan en la vía 

esteroidogénica (en especial Cyp19a1) y que se empezarían a reflejar en los ratones neonatos. 

En este proceso, tal como fue señalado en el apartado de introducción, puede estar involucrada 

la regulación pos-transcripcional mediada por los miRNAs. A su vez, la expresión de miRNAs 

dependerá de sus mecanismos de biogénesis, procesamiento y regulación. Sin embargo, hasta 

la fecha se desconoce si algunos de los elementos que forman parte de estos mecanismos, 

pueden verse afectados por mezclas de ftalatos y alquifenoles. Por ello, para intentar obtener 

alguna evidencia al respecto nos decidimos abordar el tercer objetivo. 

 

 

Figura 26.- Testículos de ratones expuestos a la Mezcla de PEs, no modifican la 

localización celular de las enzimas Cyp19a1.  

 

Inmunofluorescencia indirecta en microscopia confocal, para la localización de Cyp19a1. 

Flechas blancas indican células con inmunoreacción positiva para aromatasa y región de 

interés ampliada, imágenes representativas. 
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3.- Determinar si mezclas de ftalatos y alquifenoles alteran moléculas implicadas en la 

biogénesis, procesamiento, edición, regulación y degradación de miRNAs  

Al ser esta una primera aproximación, se evaluaron cambios en los niveles de transcritos que 

codifican proteínas encargadas de los procesos canónicos de: biogénesis (Drosha), transporte 

del núcleo a citoplasma (Xpo-5), edición (Adar-1S), procesamiento (Dicer, y Ago-2), 

estabilidad/ regulación (Lin28b, Tut-4 y Tut-7) y degradación (Snd1, que codifica a la proteína 

Tudor-SN) de miRNAs. 

La evaluación de los niveles de mRNAs por RT-qPCR, mostró que los niveles de Drosha y 

Adar-1S presentaron un incremento significativo en los ratones expuestos a la Mezcla de PEs, 

con una tasa de cambio de 1,3 y 2 respectivamente, mientras que los niveles de  acumulación 

de mRNAs para: Dicer, Xpo5, Ago2, Snd1 y Lin28b fueron similares en los testículos de los 

ratones control y expuestos (Figura 26). Además, se observó que los niveles de mRNA para 

Tut-4 tuvieron un incremento de dos veces en su tasa de cambio, sin embargo los niveles de 

mRNA para Tut-7 no cambiaron estadísticamente (Figura 27). 
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Figura 27.- La exposición a la Mezcla de PEs modifican los niveles de mensajero de 

elementos implicados en la biogénesis y edición de miRNAs. 

Niveles de RNA mensajero relativos a la expresión de Gapdh, H2afz y Ppia, en testículos de 

ratones adultos de los animales expuestos a la Mezcla de PEs comparados con animales del 

grupo control. Cada barra es el promedio ± E.S, n> 3, T-test Mann–Whitney, *p<0,05. 

 

 

 

Figura 28.- La exposición a la Mezcla de PEs modifican los niveles de mensajero de 

elementos implicados en la estabilidad de miRNAs. 

Niveles de mRNAs relativos a la expresión de Gapdh, H2afz y Ppia, en testículos de ratones 

adultos de los animales expuestos a la Mezcla de PEs comparados con el grupo control. 

Cada barra es el promedio ± E.S, n> 3, T-test Mann–Whitney, *p<0,05. 
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Estos datos sugieren que en los testículos de los animales expuestos a la Mezcla de PEs, 

aumentan los niveles de transcritos implicados en el mecanismo de biogénesis, edición y 

estabilidad de precursores de miRNAs. Lo cual, indicaría que la expresión de las formas 

maduras de miRNAs podría verse afectada. Al mismo tiempo, reafirman nuestra hipótesis de 

que los miRNAs estarían asociados con la inducción de los fenotipos observados luego de la 

exposición a la Mezcla de PEs. Sin embargo, nos surgieron las siguientes interrogantes: 

¿cuantos y cuales miRNAs podrían alterar su expresión? y ¿también se verían afectadas 

variantes de secuencia de miRNAs o isomiRs? 

 

Para intentar dilucidarlas, abordamos el objetivo siguiente.  
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4. Determinar si la expresión de miRNAs se ve alterada por la exposición crónica a la 

mezcla de ftalatos y alquifenoles. 

Los datos presentados hasta ahora han señalado una asociación entre la exposición crónica a 

mezclas de ftalatos y alquifenoles en ratones, con alteraciones en el testículo (disminución de 

niveles de estradiol y apoptosis de células germinales) y un incremento en los transcritos de 

elementos implicados en los mecanismos de biogénesis y regulación de miRNAs. 

Inicialmente se seleccionaron un grupo de miRNAs que en un análisis bio-informático previo, 

resultaron ser potenciales candidatos para regular transcritos implicados en la síntesis de 

testosterona y estradiol en el testículo de ratones (Anexo I-Figura 29), y evaluamos los 

niveles de sus formas precursoras por RT-qPCR en los testículos de los ratones expuestos a la 

Mezcla de PEs comparándolos con el grupo control. Los datos mostraron que de los 9 pri-pre-

miRNAs evaluados, 2 de ellos (pri-pre-miR-15b y pri-pre-miR-18a) disminuyeron 

significativamente su expresión, mientras que los 7 restantes no modificaban 

significativamente sus niveles (Figura 30). 

Estos resultados se correlacionan con el aumento de Adar-1S y Tut-4, que son reguladores de 

las formas precursoras de miRNAs y podrían estar implicados en la disminución de los pri-

pre-miRNAs señalados. Además, reafirma la idea que pueden existir miRNAs maduros 

diferencialmente expresados principalmente miR-15b y miR-18a. 
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Luego de la evidencia señalada y dada la imposibilidad de predecir con exactitud cual o cuales 

de los cientos de miRNAs estarían alterados, en este trabajo de tesis doctoral se evaluó la 

expresión global de todos los miRNAs “miRNoma”, en los testículos de ratones expuestos a la 

Mezcla de PEs comparándola con los animales control. Para ello, se realizó un análisis del 

perfil del miRNoma en los testículos de los ratones adultos (60 días), mediante metodología de 

secuenciación masiva de RNAs no codificantes de pequeño tamaño (sncRNA-Seq). 

De este modo, una vez diseñadas y secuenciadas las genotecas, se realizó un alineamiento 

masivo de las secuencias obtenidas, contra el genoma de ratón. Únicamente, el total de 

secuencias que alinearon completamente contra el genoma de ratón en cada una de nuestras 

librerías (100%) fueron usadas para los siguientes mapeos. Se analizaron en total 9.583.296 y 

 

Figura 30.- La exposición a la Mezclas de PEs modifica los niveles de pri-pre-miRNAs 

implicados en la síntesis de hormonas esteroideas 

Análisis por qPCR de los niveles de pri-pre-miRNAs en testículos de ratones adultos de los 

animales expuestos a la Mezcla de PEs comparados con animales del grupo control. Niveles 

de pri-pre-miRNAs relativos a la expresión de Gapdh, H2afz y Ppia. Cada barra es el 

promedio ± E.S, n> 3, T-test Mann–Whitney, *p<0,05. 
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7.937.120 de secuencias de sncRNAs procedentes de las genotecas denominadas control y 

Mezclas de PEs respectivamente. A continuación, se clasificaron las secuencias de los 

principales RNAs no codificantes de pequeño tamaño (miRNAs, piRNAs y endo-siRNAs). 

Los datos mostraron que ambas librerías de secuenciación estaban constituidas por: formas 

precursoras de miRNAs (aprox. 6%), miRNAs canónicos (aprox. 6%) y variantes de miRNAs 

o isomiRs (aprox. 4%) (Tabla 11). El resto de secuencias corresponden a secuencias de 

piRNAs, endo-siRNAs, tRNAs y otros sncRNAs (datos no mostrados). Los próximos análisis 

solo se basarán en los perfiles de miRNAs anotados en las base de datos mirBase en su versión 

21 (miRNAs canónicos) y la bases de datos IsomiRage (variantes de miRNAs conocidos como 

isomiRs). 

 

 

Identificador 
Genotecas de sncRNA-Seq 

Control Mezcla de PEs 

Total de secuencias  9.583.296 7.937.120 

Total de secuencias mapeadas contra el genoma del ratón 

(mm10/GRCm38) 

9.019.226 

(100,00%) 

7.735.608 

(100,00%) 

Total de secuencias de pre-miRNAs 
536.943 

(5,95%) 

490.301 

(6,30%) 

Total de secuencias de miRNAs canónicos 
553.180 

(6,13%) 

504.134 

(6,52%) 

Total de secuencias de isomiRs 
355.786 

(4,23%) 

312.990 

(3,82%) 

 

En la base de datos de miRNAs (mirBase versión 21), se han reportado 1193 formas de pre-

miRNAs y 1915 miRNAs maduros en el ratón (GRCm38). En este trabajo se detectó en ambas 

genotecas de secuenciación de testículo de ratón cerca de 540 y 770 tipos diferentes de pre-

miRNAs y miRNAs maduros respectivamente. El menor número de pre-miRNAs y miRNAs 

Tabla 11.- Análisis global de todas las poblaciones de miRNAs (precursores, canónicos e 

isomiRs) detectadas. Lecturas normalizadas por DESeq. 
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maduros, detectados en relación al número de miRNAs reportados para el ratón, se explica 

porque evaluamos los miRNAs de un órgano específico (testículo) y en una etapa de 

desarrollo específica (60 días de edad).  

En lo que respecta a las variantes de miRNAs (isomiRs), se encontraron cerca de 3500 tipos 

diferentes de isomiRs en las genotecas de secuenciación. Este, a su vez es el primer reporte de 

variantes de miRNAs en testículo de ratón adulto expuestos a una mezcla de PEs.  

A continuación estudiamos la localización en el genoma de las secuencias de miRNAs en base 

a su distribución por cromosoma. En general el perfil de distribución de secuencias de 

miRNAs por cromosoma es muy parecido, dado que ambas genotecas corresponden a 

testículos de ratón adulto (Figura 31). Sin embargo, fue muy interesante observar que en la 

genoteca perteneciente a ratones expuestos a la Mezcla de PEs hay un importante incremento 

en el numero de secuencias de miRNAs que se localizan en los cromosomas 9, 16 y X. Al 

mismo tiempo es en estos cromosomas donde se observó un mayor porcentaje de secuencias 

de miRNAs, lo que podría sugerir que en estos cromosomas se localizan la mayor cantidad de 

miRNAs desregulados por la Mezcla de PEs usada en este trabajo. 

De igual forma, se observó una tendencia generalizada de disminución de secuencias de 

miRNAs en casi todos los cromosomas. Esto es más evidente en los cromosomas 4, 5, 14,19 e 

Y (Figura 31). Lo cual podría sugerir que existen miRNAs específicos o clúster de miRNAs 

dentro de esos cromosomas que disminuyen de forma considerable su expresión.  

Una vez clasificadas las secuencias de miRNAs se procedió a comparar los valores de 

expresión (número de veces en que un mismo tipo de miRNA detectado esta repetido) de los 

pre-miRNAs, miRNAs canónicos e isomiRs, y realizar un análisis de expresión diferencial tal 

y como se detalla en la sección correspondiente de materiales y métodos. 
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Al representarse el perfil de expresión de todos los miRNAs, a través de un mapa de calor y 

anexando un agrupamiento en jerarquías, según su perfil de expresión no se observaron 

grandes diferencias en el miRNoma, tan solo en algunos miRNAs selectos (Anexo I, Figura 

31). En referencia a esto, los resultados finales del análisis de expresión diferencial mostraron 

que la exposición crónica a la Mezcla de PEs altera solo un muy reducido porcentaje de 

miRNAs maduros en el testículo de ratón, equivalente a 1,31% (Tabla 12).  

 

 

Identificador 
miRNAs detectados 

miRNAs expresados 

diferencialmente 

Control Mezcla de PEs Mezcla de PEs 

Precursores de miRNA 540 534 5 (0,94 %) 

miRNAs canónicos 772 761 10 (1,31 %) 

isomiRs 3552 3434 36 (1,05 %) 

 

Tabla 12.- Análisis global de todas las poblaciones de pre-miRNAs, miRNAs canónicos e 

isomiRs diferencialmente expresados. Lecturas normalizadas por DESeq. 

 

 

Figura 31.- Distribución de miRNAs por cromosoma, datos normalizados por DESeq 
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Esta interesante evidencia indica que pequeños cambios en el miRNoma, inducidos por la 

exposición a la mezcla de los perturbadores podrían provocar importantes alteraciones en el 

fenotipo del testículo de ratón.  

En lo que respecta a los 5 pre-miRNAs con cambios, observamos que los niveles del pre-miR-

34b estaban aumentados, mientras que los niveles de expresión de los precursores para, miR-

378, miR-1291, miR-1981 y miR-15b se encontraban disminuidos (Anexo I-Tabla 15). Cabe 

señalar que anteriormente habíamos observado por RT-qPCR que los niveles de pre-miR-15b 

disminuían (Figura 29), lo cual corrobora en parte los datos de secuenciación. 

En lo que respecta a los miRNAs más abundantes, tal cual se refleja en el análisis de 

distribución por cromosoma, en ambas genotecas (control y de ratones expuestos) los 20 

miRNAs mas abundantes abarcan el 55% y 57% del total de secuencias respectivamente, 

indicando que estos miRNAs podrían tener los funciones más importantes en la fisiología del 

testículo. Sin embargo, entre ellos únicamente el miR-34b-5p presentó un incremento tanto a 

nivel de su precursor como de su forma canoníca, mientras que los otros 19 miRNAs mas 

abundantes no se alteraron (Tabla 13). 
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Orden miRNA maduro 

No. de moléculas 

secuenciadas 

% de total de moléculas 

secuenciadas 
Tasa de 

cambio 

(Log2) 

valor-p 

Control Mezcla de PEs Control Mezcla de PEs 

1 miR-34c-5p 42913 40632 8,33 7,60 - 0,08 ns 

2 miR-143-3p 32286 35294 6,26 6,60  0,13 ns 

3 miR-881-3p 25693 25038 4,99 4,68 - 0,04 ns 

4 miR-99a-5p 16718 16848 3,24 3,15  0,01 ns 

5 let-7g-5p 14036 15760 2,72 2,95  0,17 ns 

6 miR-191-5p 13959 13500 2,71 2,53 - 0,05 ns 

7 miR-148a-3p 13901 18238 2,70 3,41  0,39 ns 

8 miR-741-3p 12630 11915 2,45 2,23 - 0,08 ns 

9 miR-470-5p 11566 12612 2,24 2,36  0,12 ns 

10 miR-30a-5p 11026 13302 2,14 2,49  0,27 ns 

11 miR-30d-5p 10531 12746 2,04 2,38  0,28 ns 

12 miR-34b-5p 10497 15875 2,04 2,97  0,60 < 0.05 

13 miR-103-3p 9709 8229 1,88 1,54 - 0,24 ns 

14 miR-871-3p 9542 11533 1,85 2,16  0,27 ns 

15 miR-26a-5p 9126 11166 1,77 2,09  0,29 ns 

16 let-7f-5p 9062 11447 1,76 2,14  0,34 ns 

17 let-7c-5p 8878 9668 1,72 1,81  0,12 ns 

18 miR-465c-5p 8305 9901 1,61 1,85  0,25 ns 

19 miR-21a-5p 7785 8096 1,51 1,51  0,06 ns 

20 miR-30c-5p 7588 7042 1,47 1,32 - 0,11 ns 

 

Como se mencionó en el apartado de introducción, algunos miRNAs son expresados como 

RNAs de tipo policistronicos agrupados en clusters. Una de las familias de miRNAs más 

importantes en el testículo y en otros tejidos, es la familia miR-17; que incluye al “clúster” 

miR-17-92 y sus parálogos: los “clústers” miR-106a~363 y miR-106b-25 (Concepcion et al. 

2012). En los testículos de ratones expuestos de forma crónica a la Mezcla de PEs, 

Tabla 13.- 20 miRNAs mas abundantes en ambas genotecas de secuenciación. 

Únicamente se observa un aumento en la expresión de miR-34b-5p (resaltado en rojo). Datos 

normalizados por DESeq y expresados en escala Log2, p<0,05, ns= no significativo. 
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comparándolos con los niveles de expresión de controles, se investigó en los datos de 

sncRNA-Seq, los niveles de expresión de todos los miRNAs que forman parte de la familia 

miR-17, solo pudimos observar que existen dos miRNAs pertenecientes a esta familia, que 

para este caso disminuyeron sus expresión (miR-18a-5p and miR-20b-5p), en tanto los otros 

miRNAs de la familia miR-17, no se alteraron (Figura 33, Anexo I-Tabla 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33: Perfil de expresión de la familia miR-17. 

 

Análisis usando un mapa de calor, que representa los niveles de expresión de los miRNAs de 

la familia miR-17, en testículos de ratones de los animales tratados con la Mezcla de PEs 

comparados con el grupo control. Datos normalizados por DESeq expresados en escala Log2.  
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La expresión diferencial de miRNAs dentro de un mismo “clúster”, sugiere una participación 

del mecanismo de regulación del procesamiento de miRNAs, lo cual se discutirá más adelante. 

Finalmente, nuestro análisis de expresión diferencial pudo identificar los miRNAs alterados en 

los testículos de ratones adultos expuestos a la Mezcla de PEs (Figura 34, Anexo I-Tabla 15). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La localización por cromosoma de 8 miRNAs diferencialmente expresados, coincide con su 

perfil de distribución global en las genotecas de ratones expuestos a la Mezcla de PEs. Esto se 

refleja de forma más clara para miR-34b-5p, que aumenta su expresión (con locus en el 

cromosoma 9), y para los miR-1981-5p, miR-15b-5p y miR-18a-5p (con loci en los 

cromosomas 1-3-14 respectivamente) (Figura 31, Anexo I-Figura 35).  

 
Figura 34.- La exposición a la Mezcla de PEs induce cambios en la expresión de 10 

miRNAs.  

 

Cada barra representa el Log2 de la tasa de cambio de los miRNAs diferencialmente 

expresados, en los testículos de ratones adultos de los animales expuestos a la Mezcla de 

PEs comparados con los controles, p<=0,05. En rojo miRNAs que aumentan y en verde 

miRNAs que disminuyen, su expresión. 
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A continuación, procedimos a validar por RT-qPCR los perfiles de expresión de algunos de los 

miRNAs encontrados diferencialmente expresados por la sncRNA-Seq. Pudimos corroborar 

que los niveles de expresión para miR-34b-5p aumentaban significativamente su expresión, 

mientras que los niveles de expresión para miR15b-5p y miR-18a-5p, también disminuían 

significativamente. Los niveles de let-7a-1-3p y miR-99b-5p fueron usados como controles por 

no mostrar cambios en su expresión bajo la técnica de sncRNA-Seq e igualmente se mostraron 

sin variaciones significativas al ser medidos por RT-qPCR, Además el análisis de las tasas de 

cambio medidas por ambas técnicas mostraron reflejar la misma tendencia (Figura 36A-B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos análisis validan nuestros resultados obtenidos por secuenciación. Además los datos de 

secuenciación han sido depositados en la plataforma de GEO (GSE84695) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE84695), para la disponibilidad de 

cualquier investigador. 

 
 

Figura 36.- Validación por RT-qPCR de los cambios en los perfiles de expresión de 

miRNAs, inducido por la exposición a la Mezcla de PEs. 

 

A) Niveles de miRNAs relativos a la expresión de sno-U6, en los testículos de ratones adultos 

de los animales expuestos a la Mezcla de PEs comparados con animales del grupo control. 

Cada barra es el promedio ± E.S, n> 3, T-test Mann–Whitney, *p<0,05. B) Tasa de cambio 

relativa al control, obtenida por: sncRNA-Seq (barras grises) con datos normalizados por 

DESeq y por TaqMan RT-qPCR (barras negras) ± E.S, n> 3, T-test Mann–Whitney, *p<0,05. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE84695
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A continuación, analizamos los niveles de expresión de las variantes de secuencias de 

miRNAs. Los análisis mostraron que a pesar de haber detectado un número importante de 

isomiRs, solo un 1,05% (36) de ellos se vieron diferencialmente expresados: 4 incrementaron 

sus niveles y 32 isomiRs disminuyeron su expresión de manera estadísticamente significativa 

(Figura 37). Aunque el porcentaje de isomiRs que se encuentra diferencialmente expresado es 

pequeño en relación al número total de isomiRs es, al mismo tiempo, cerca de 4 veces más 

alto que el número de miRNAs diferencialmente expresados, lo que sugiere una función 

importante de los isomiRs en las alteraciones en el testículo observadas e inducidas por los 

perturbadores endocrinos. 

Resulta muy interesante observar que existen múltiples y diversas variantes de isomiRs que 

están significativamente desreguladas al igual que sus miRNAs canónicos (miR-18a-5p, miR-

15b-5p, miR-1981-5p, miR-20b-5p, miR-3085-3p) (Figura 38A, Anexo I, Tabla 15). Además, 

es importante señalar que el 80% de las secuencias de isomiRs diferencialmente expresadas 

son variantes de miRNAs producidas por mecanismos de adición de nucleótidos de adenina 

(A) y/o uracilo (U) en su extremo 3′. Mientras que, el otro 20% de las variantes de miRNAs 

diferencialmente expresadas son producidos por mecanismos de sustitución, también en el 

extremo 3′ del miRNA canónico. Del mismo modo, no encontramos ninguna variante de 

isomiRs expresado diferencialmente, que tenga variaciones en el extremo 5′ o en la región 

semilla de su miRNAs canónico (Figura 38B). 
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Figura 37.- IsomiRs diferencialmente expresados en testículos de ratones expuestos 

a Mezclas de PEs. 

 

Análisis usando un mapa de calor, que representa los niveles de expresión de los 

isomiRs agrupados, en testículos de ratones de los animales tratados con la Mezcla de 

PEs comparados con el grupo control. En rojo isomiRs altamente expresados, en verde 

isomiRs poco expresados, datos normalizados por DESeq, expresados en escala Log2, 

p<0,05.  
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Este análisis nos señala que los isomiRs diferencialmente expresados por la exposición a la 

Mezcla de PEs son variantes que tienen la misma capacidad de unirse a los mRNAs dianas de 

 
Figura 38.- Clasificación de los isomiRs diferencialmente expresados, en relación a su 

miRNAs canónico 

 

A) Relación de las secuencias de los isomiRs diferencialmente expresados con sus miRNAs 

canónicos (miR-20b-5p, miR-18a-5p and miR-15b-5p), datos normalizados por DESeq y 

expresados en escala Log2, p<0,05. B) clasificación de los tipos de modificaciones 

encontradas en los isomiRs diferencialmente expresados, afectando ya sea el extremo 3’ o 5’ 

de la secuencia canoníca de sus miRNAs. 
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sus correspondientes miRNAs canónicos. Al compartir mRNAs dianas, estos isomiRs podrían 

actuar cooperativamente junto a los miRNAs y potenciar el silenciamiento de mRNAs, siendo 

al mismo tiempo desregulados por la exposición a la Mezcla de PEs. 

Luego de conocer el número y tipo de miRNAs diferencialmente expresado por la exposición 

a nuestra Mezcla de PEs, es necesario asociar los cambios en su expresión con los niveles de 

sus mRNAs dianas. De esta forma, se puede correlacionar la pérdida o sobreexpresión de la 

actividad de los miRNAs con los procesos biológicos alterados, en especial en lo que respecta 

a la disminución de estradiol intratesticular y la apoptosis de células germinales.  

 

Por ello abordamos el objetivo 5. 
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5.- Determinar si los miRNAs diferencialmente expresados, participan en la disminución 

de estradiol y la apoptosis de células germinales, inducida por la exposición crónica a 

una mezcla de ftalatos y alquifenoles.  

Un paso para determinar la participación de un miRNAs en un fenotipo, es determinar el 

proceso biológico alterado y verificar si existe una correlación negativa con los niveles de 

expresión de algunos de sus dianas que estén implicados en el proceso estudiado. Por ello, se 

procedió a identificar todos los posibles mRNAs dianas, usando la metodología que 

especificamos en la sección de métodos.  

Los genes dianas probablemente afectados por los miRNAs alterados son principalmente 

factores de transcripción como Foxj2, Nfat5, Sp1, Stat3, Pparγ, Hsf2, Proteínas de unión a 

poli(A) como Strbp, represores y activadores transcripcionales como Phc3, y Mllt3, 

metiltransferasas como Dnmt3a, Dnmt3b entre otros. Estos genes están involucrados en la 

morfogénesis en varios tejidos, como reguladores del proceso de transcripción, en la 

proliferación de células germinales, en los cambios a nivel epigeneticos y en la producción de 

hormonas esteroideas, sucesos claves para el desarrollo del testículo y la mantención de la 

espermatogénesis.  

Con esta lista de genes, y haciendo uso de las herramientas de ontología génica (GO), 

determinamos los procesos biológicos y las funciones moleculares que se encuentran 

enriquecidas (alteradas). Los datos señalan que muchos de los términos de GO que se 

encontrarían alterados, están implicados en el desarrollo de los testículos y en el 

mantenimiento de la espermatogénesis, tales como: señalización hormonal, desarrollo de los 

genitales, proliferación y muerte celular, procesos metabólicos, plegamiento de proteínas, 

metilación de histonas, regulación de quinasas y fosfatasas, entre otras (Figura 39). 
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Para profundizar en los procesos en que participan los miRNAs desregulados, se realizó una 

segunda predicción in sílico, utilizando la memoria de la plataforma de IPA “Ingenuity 

Pathway analysis”.  

El análisis de los sistemas fisiológicos señala que se encuentran altamente enriquecidos los 

procesos implicados en el desarrollo de órganos y tejidos, específicamente el desarrollo y 

función de órganos reproductivos. En lo que respecta a los componentes celulares y 

moleculares, el análisis por IPA señala, en resumen, funciones ligadas a desarrollo, 

proliferación, señalización y muerte celular, las cuales estarían comprometidas (Figura 40). 

Finalmente, es interesante mostrar un tercer análisis de las herramientas de IPA que detalla, las 

potenciales patologías y desordenes en los que estarían involucrados los miRNAs alterados, 

siendo las de más relevancia para nuestro sistema: cáncer, daño y anormalidades de órganos, 

respuesta inflamatoria y desordenes del sistema endocrino (Anexo I-Figura 41) 

 

Figura 39. – Análisis de enriquecimiento por GO de los mRNAs que son potenciales 

dianas para los miRNAs diferencialmente expresados. 

Procesos biológicos enriquecidos en los que participan: A) miRNAs que aumentan su 

expresión, B) miRNAs que disminuyen su expresión. En testículos de ratones de los animales 

expuestos a la Mezcla de PEs, usando las herramientas CluePedia – ClueGO, p<0,05. 



111 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ambos análisis señalan procesos específicos en el testículo que estarían comprometidos vía 

cambios en los miRNAs antes reportados, que se relacionan con la disminución de estradiol y 

la apoptosis de células germinales observadas en los ratones expuestos a la Mezcla de PEs. 

Sin embargo, definir procesos biológicos alterados, mediados por cambios en los miRNAs que 

mostramos desregulados tiene relevancia relativa, si no podemos establecer algunas de las 

interacciones miRNAs/mRNAs que estarían gobernando estos procesos.  

A  

 

B 

 

Figura 40. – Los miRNAs diferencialmente expresados participan en las alteraciones 

de diversos procesos biológicos y funciones celulares.   

A) Análisis de los sistemas fisiológicos. B) Análisis de los componentes celulares y 

moleculares, alterados en testículos de animales expuestos a la Mezcla de PEs. IPA, 

p<0,05. 
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Empleando la herramienta de IPA fue muy interesante predecir que: reguladores 

transcripcionales (Eif1-Eif2, Eif3, p53, Myc), citoquinas (Tgfβ1, Il6, Tnfsf12, Igfr1) y factores 

de transcripción (Pparα, Nr0b2, Grhl3) estarían controlando la expresión de varios de los 

miRNAs que mencionamos como diferencialmente expresados (Figura 42).  

Al mismo tiempo el diseño de redes usando la memoria de IPA, nos señala las interacciones 

más probables que podrían establecerse entre nuestros miRNAs diferencialmente expresados y 

sus transcritos dianas. También nos otorga mRNAs dianas de nueva predicción (que nosotros 

no habíamos considerado), cuya expresión estaría controlada por los miRNAs 

diferencialmente expresados. Estas interacciones señalan que en la mayoría de los casos, el 

aumento o activación de la expresión de estos transcritos (color naranja) estaría siendo 

facilitado por la disminución en la expresión de los miRNAs (color verde). Mientras que, en 

otros casos, el aumento en la expresión de miRNAs (color rosa) estaría promoviendo una 

inhibición de la acumulación de los transcritos señalados y/o su bloqueo a nivel traduccional 

(color azul). Los análisis de redes también señalan si las interacciones predichas son directas e 

indirectas (Figura 42). 
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B  

 

Figura 42.- Redes de interacción entre los miRNAs diferencialmente expresados, sus 

reguladores y transcritos dianas. 

Cada nodo predice interacciones miRNAs-proteína o miRNAs-mRNAs dianas, las líneas 

predicen la interacción biológica entre los nodos e indican si es directa (líneas continuas) o 

indirecta (líneas punteadas). Intensidad de color y tamaño de los nodos de los miRNAs 

indican los cambios de expresión en escala log2 (de rojo a verde). Mientras que el color de 

los nodos e interacciones de las proteínas o mRNAs predicen si son activadas o inhibidas 

(color naranja o azul).  A) Red de interacción consultando la base de datos para ratón, B) 

consultando la base de datos para ratón, rata y humano. Análisis por IPA, p<0,05. 
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Estos análisis de interacciones nos señalan la importancia que tienen los miRNAs 

diferencialmente expresados, en el control de los procesos biológicos que encontramos 

desregulados. Los análisis de procesos biológicos alterados, así como el establecimiento de las 

interacciones miRNAs: mRNAs por análisis de redes, nos sugieren que la desregulación de los 

miRNAs estaría participando en la inducción de las alteraciones encontradas en los testículos 

de ratones expuestos a la Mezcla de PEs a través de sus potenciales mRNAs. 

A continuación, se quiso establecer asociaciones entre los miRNAs diferencialmente 

expresados y los transcritos de la vía esteroidogénica diferencialmente expresados.  

 

Después de revisar las interacciones que nos otorgo el análisis bioinformático (Anexo I-

Figura 28) Entre otras, es destacable la interacción miRNA: mRNA diana, existente entre un 

regulador de la expresión de enzimas de la vía esteroidogénica (la isoforma beta del receptor 

hepático X (LxR-β)) y el miR-18a-5p.  

Esta descrito en la literatura que, LxR-β es un receptor nuclear que regula de forma positiva la 

expresión de Star y Cyp11a1, además puede regular negativamente la expresión de Cyp19a1 

(He et al. 2010; Simpson et al. 2002). En nuestras predicciones, se esperó que los niveles de 

LxR-β debieran estar aumentados, posiblemente vía la ausencia del miRNA-18a-5p que debería 

regularlo. Después de validar la predicción, los datos mostraron que, los niveles de LxR-β 

estaban significativamente sobre-expresados en casi el doble, en los testículos de ratones 

expuestos a los tratamientos. A su vez el aumento de la expresión de LxR-β se correlacionaba 

negativamente con la disminución en la expresión de miRNA-18a-5p (Figura 43). 
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Este dato, sugiere que miR-18a-5p podría ser uno de los miRNAs que participa en la 

disminución de estradiol en testículos de ratones expuestos a los ftalatos, alquifenoles y a sus 

mezclas, a través de un circuito de regulación entre miR-18a-5p y LxR-β, que se vería alterado. 

De esta forma, la activación de LxR-βo LxR-α , vía perdida de miR-18a-5p, podría ser uno de 

los mecanismos relacionados con los cambios de expresión de Star, Cyp17a1, y Cyp19a1; que 

se sugiere estarían asociados con la disminución de estradiol y el fenotipo observado en el 

testículo de los animales expuestos a los PEs. 

 

Figura 43.- Existe una correlación negativa entre los niveles de expresión de LxR-β y 

miRNA-18a-5p.  

A) Niveles de LxR-β en testículos de ratones control y expuestos a la Mezcla de PEs, relativos 

a la expresión de Gadph, H2afz y Ppia. B) Predicción de la unión del 3'UTR del LxR-β con 

miRNA-18a-5p (señalando la unión de la región semilla del miRNA) B) Tasa de cambio 

relativa para LxR-β y miRNA-18a-5p, cada barra señala el promedio ± E.S de las tasas de 

cambio calculadas a partir de las mediciones por qPCR en testículo de ratones adultos 

expuestos a la mezcla de PEs comparados con los expuestos a los control. D) Análisis de la 

correlación de LxR-β : miRNA-18a-5p y recta de regresión, coeficiente de correlación de 

Spearman r= -0.76, * p>0.05 
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A continuación, para definir la participación de los miRNAs en la apoptosis de células 

germinales inducida por la exposición a la Mezcla de PEs, realizamos previamente una 

aproximación global a las alteraciones en el proteoma del testículo de ratón, para determinar 

de forma directa las proteínas que estarían involucradas en muerte celular, y luego buscar si 

existen asociaciones con los miRNAs diferencialmente expresados. 

Usando como metodología separaciones electroforéticas en geles bidimensionales, pudimos 

comparar los cambios a nivel del proteoma del testículo de ratón en los animales expuestos a 

la Mezcla de PEs frente a los controles. Posteriormente, mediante el análisis de los spot, que 

cambian estadísticamente su expresión, pudimos revelar qué la exposición a la Mezcla de PEs 

cambia los niveles proteicos de 18 proteínas distintas (10 proteínas aumentaban y 8 

disminuían su expresión). Finalmente, por la identificación de la huella peptídica de dichos 

spots por espectrometría de masas (MALDI-TOF-TOF), pudimos identificar dichas proteínas. 

De esta forma nuestros análisis muestran que en el testículo de ratones expuestos a la Mezcla 

de PEs se induce un aumento en los niveles proteicos de: Diablo, Hint1, Eif4e, Psmb4, Cndp2, 

Nme2, Mp1, Pgam1, Ivd y 2700060E02Rik. Y una disminución en los niveles proteicos de: 

Vdac2, Pgp, Hspa8, Fkbp4, Pdia3, Gstm2, Gstm7 y Cct2 (Tabla 16, Anexo I-Figura 44-45). 

 

 

 

 

 

 

http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1915295
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No. 
1
 Codigo

2
 Símbolo Proteína 

MM (Da) 

/pI   

teórico
 3-4

. 

Mat'db 

peps
5
. 

Función molecular 
6
 

Proceso biologico
6
 

A. Proteínas sobreexpresadas en testículos de ratones expuestos a la mezcla de PEs 

203 Q9JIQ3 Diablo  

Diablo 

homolog, 

mitochondrial 

26975 / 6,3 7 

Inhibidor de la 

actividad de 

caspasas  (IAP) 

Vía intrínseca de la apoptosis 

5101 P70349 Hint1 

Histidine triad 

nucleotide-

binding protein 

1 

13882 /6,36 5 Actividad hidrolasa 

Vía intrínseca de la apoptosis, 

regulación positiva de la 

señalización mediada por calcio. 

4301 P63073 Eif4e  

Eukaryotic 

translation 

initiation factor 

4E 

25266 / 

5,79 
4 

Factor de iniciación 

de la transcripción 

(4G) en eucariotas  

Regulación de la transducción, 

regulador positivo del ciclo 

celular, respuesta al miedo 

3202 P99026 Psmb4 

Proteasome 

subunit beta 

type-4 

29211 / 

5,47 
7 

Actividad treonina 

endopeptidasa  

Catabolismo de proteínas 

ubiquitinadas mediado por el 

proteosoma  

3702 Q9D1A2 Cndp2 

Cytosolic non-

specific 

dipeptidase 

53190 /5,43 6 
Actividad 

dipeptidasa 

Proteolisis 

7101 Q01768 Nme2 

Nucleoside 

diphosphate 

kinase B 

17466 / 

6,97 
9 

Actividad difosfato 

quinasas, unión a 

ácidos grasos  

Mitofagia en respuesta a la 

depolarización de la mitocondria, 

respuesta celular a ácidos grasos, 

al estimulo de glucosas y estrés 

oxidativo  

3601 Q924M7 Mpi  Mannose-6- 47229 / 7 Actividad manosa- Glicolisis 

Tabla 16.- Cambios en el proteoma de testículos de ratones expuestos a la mezcla de perturbadores endocrinos. 

 

http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1913843
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1321133
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:95305
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031370
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031370
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0031370
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006417
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006417
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006417
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1098257
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004298
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004298
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0043161
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0043161
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0043161
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1913304
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016805
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016805
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006508
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:97356
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004550
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004550
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004550
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0098779
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0098779
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0098779
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0098779
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0098779
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:97075
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004476
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phosphate 

isomerase 

5,62 6-fosfato isomerasa  

6401 Q9DBJ1 Pgam1  

Phosphoglycer

ate mutase 1 

28928 / 

6,67 
7 

Actividad fosfo-

glicerato mutasa. 

Unión a proteínas 

quinasas  

Glicolisis 

5605 Q9JHI5 Ivd  

Isovaleryl-CoA 

dehydrogenase, 

mitochondrial 

46695 / 

8,53 
5 

Actividad isovaleril- 

CoA deshidrogensa. 

Unión a lípidos  

Homeostasis lipidica 

6303 Q9CQE8 
2700060E0

2Rik 

UPF0568 

protein 

C14orf166 

homolog 

28249 / 6,4 5 
Proteína de unión a 

RNA Poli(A)  

Regulador positivo de la 

transcripción, tRNA splicing,  

        

B. Proteínas disminuidas en su expresión en testículos de ratones expuestos a la mezcla de PEs 

1502 Q8CHP8 Pgp  

phosphoglycola

te phosphatase 

34975 / 

5,21 
10 

Unión a magnesio, 

actividad 

fosfoglicerato 

fosfatasas  

Metabolismo de carbohidratos, 

desfosforilación  

2901 P63017 Hspa8  

Heat shock 

cognate 71 kDa 

protein 

71055 / 

5,37 
8 

Actividad ATPase, 

proteína de unión a 

RNA, poli(A), 

plegamiento de 

proteínas  

Metabolismo, chaperona que 

media el plegamiento de proteínas  

3804 P30416 Fkbp4  

Peptidyl-prolyl 

cis-trans 

isomerase 

FKBP4 

51939 / 

5,54 
14 

Unión a ATP, unión 

al receptor de 

glucocorticoides, 

proteína de unión a 

RNA  poli(A). 

Señalización por receptor de 

andrógenos, implantación 

embrionaria, diferenciación 

sexual en machos, desarrollo de 

estructuras reproductivas  

3807 P27773 Pdia3 

Protein 

disulfide-

57099 / 

5,88 
14 

Proteína de unión a 

RNA Poli(A), 

Homeostasis redox, regulador 

positivo de la apoptosis por vía 

http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:97552
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004619
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004619
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004619
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004619
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006096
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1929242
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008470
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008470
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008470
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0055088
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1915295
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1915295
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0044822
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0044822
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045944
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045944
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1914328
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0000287
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0000287
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0000287
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0000287
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005975
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005975
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:105384
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016887
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016887
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016887
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016887
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016887
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0046034
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0046034
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:95543
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005524
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005524
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005524
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005524
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005524
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0030521
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0030521
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0030521
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0030521
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0030521
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:95834
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0044822
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0044822
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045454
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045454
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isomerase A3 actividad disulfide 

isomerasa  

extrínseca, plegamiento de 

proteínas  

6302 P15626 Gstm2 

Glutathione S-

transferase Mu 

2 

25871 /6,9 12 
Actividad glutatión 

transferasa  

Metabolismo de xenobióticos 

5308 Q80W21 Gstm7 

Glutathione S-

transferase Mu 

7 

25864 / 

6,34 
4 

Actividad glutatión 

transferasa
 Metabolismo de xenobióticos 

5705 P80314 Cct2 

T-complex 

protein 1 

subunit beta 

57783 / 

5,97 
12 

Unión a proteínas 

ubiquitinas ligasas  

Unión del espermatozoide a la 

zona pelucida, chaperona que 

media el ensamble de proteínas, 

transporte de toxinas  

7401 Q60930 Vdac2  

Voltage-

dependent 

anion-selective 

channel protein 

2 

32340 / 

7,44 
6 

Actividad canal de 

voltaje anionico  

Regulador negativo de la vía 

intrínseca de la apoptosis, 

esteroidogénesis  

  

Los datos representados corresponden a las proteínas candidatos de mayor significación estadística codificadas en la base de 

datos MGI (mouse genome informatic) para ratón. 
1
 Numero de Spot, mostrados en geles 2D (figura 5) 

2  
Código de acceso a la proteína; base de datos para ratón (MGI) 

3 
Peso molecular teórico (Da), 

4 
Punto isoeléctrico teórico (pI) 

5
 Numero de péptidos coincidentes 

6
 Clasificación ontológica, de acuerdo a las bases de datos MGI e UniprotKB 

http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:95861
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004364
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004364
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006749
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1915562
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006749
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:107186
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005524
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005524
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007339
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007339
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007339
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0007339
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:106915
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008308
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0008308
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:2001243
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:2001243
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:2001243
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Es interesante mostrar que, analizando en detalle las características funcionales y la evidencia 

en la literatura de estas proteínas alteradas, podemos señalar que exceptuando a 

2700060E02Rik (por no estar del todo caracterizada) ya sea directa o indirectamente todas las 

proteínas que cambian su expresión participan en los procesos de apoptosis de células 

germinales (señalado en el apartado de discusión de esta tesis).  

Además, nuestras predicciones bio-informáticas revelaron que los cambios en la expresión de 

al menos 12 de estas proteínas, se podrían asociar a algunos de los miRNAs diferencialmente 

expresados, al ser los transcritos de estas proteínas sus dianas. E incluso, algunos de los 

transcritos de estas proteínas son dianas de más de un miRNA diferencialmente expresado, lo 

que hace más probable su regulación post-transcripcional por parte de estos miRNAs. 

De este modo, la correlación inversa (al menos de forma cualitativa) que se puede establecer 

entre los perfiles de expresión de miRNAs y proteínas implicadas en apoptosis (Tabla 17), nos 

acercan a una explicación más plausible del complejo mecanismo por el cual, la exposición a 

la Mezcla de PEs estaría participando en el aumento de la apoptosis de células germinales vía 

cambios en la expresión de miRNAs.  

 

En resumen, con todos los datos aportados in sílico, junto con los niveles de expresión 

determinados para algunos transcritos y proteínas experimentalmente nos permiten sugerir que 

principalmente miR-34b-5p, miR-7686-3p, miR-18a-5p, miR-15b-5p, miR-20b-5p, miR-382-

5p, miR-378b, miR-3085-3p y miR-1981-5p estarían relacionados con la disminución 

intratesticular de estradiol y con la apoptosis de células germinales inducidas por la exposición 

crónica a una mezcla definida de flalatos y alquilfenoles (Tabla 17). 

http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1915295
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miRNA 

expresión 

Diana 

asociada 

(expresión 

confirmada) 

Función Fenotipo involucrado 
Metodología aplicada para confirmar 

la expresión de la diana asociada 

miR34b-5p  Gstm2 Enzima Apoptosis de células germinales  
Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

miR34b-5p Gstm7 Enzima Apoptosis de células germinales  
Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

  miR-7686-5p  Pdia 3 Chaperona Apoptosis de células germinales  
Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

  miR-7686-5p  Fkbp4 Chaperona Apoptosis de células germinales  
Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

  miR-7686-5p  Cct2 Chaperona Apoptosis de células germinales  
Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

miR-34b-5p, 

miR-7686-5p  
Sp1 

Factor de 

transcripción 
disminución de estradiol qPCR 

miR-18a-5p LxR-β 
Factor de 

transcripción 
disminución de estradiol qPCR 

miR-18a-5p, 

miR-20b-5p, 

miR-15b-5p, 

miR-1981-5p, 

miR-382-5p   

StAR 
Factor de 

transcripción 
disminución de estradiol qPCR 

Tabla 17.- Asociación entre proteínas o transcritos dianas y los miRNAs diferencialmente expresados en los testículos de 

ratones expuestos a la mezcla de PEs.  

 

Las predicciones fueron hechas usando la memoria de IPA y las bases de datos de mirWalk. El estatus patológico en el testículo 

fue hecho en base a referencias en la literatura. Rojo = expresión aumentada, verde = expresión disminuida. 
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miR-20b-5p, 

miR-382-5p, 

miR 3085-3p, 

miR-18a-5p, 

miR-1981-5p 

Diablo 
proteína pro-

apoptotico 
Apoptosis de células germinales  

Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

miR-1291 Hint 1 Enzima Apoptosis de células germinales  
Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

miR-15b-5p, 

miR-20b-5p, 

miR-378b, miR-

1981-5p, 

miR18a-5p, 

miR-382-5p 

Eif4e 
Iniciador de la 

transducción 
Apoptosis de células germinales  

Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

miR-15b-5p, 

miR-20b-5p 
Psmb4 

Sub-unidad del 

proteosoma 
Apoptosis de células germinales  

Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

miR-15b-5p, 

miR-378b, miR-

3085-3p, miR-

1981-3p, miR-

382-5p  

Pgam1 Enzima Apoptosis de células germinales  
Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

miR-15b-5p, 

miR-378b, miR-

3085-3p, miR-

1981-3p, miR-

382-5p  

Ivd Enzima Apoptosis de células germinales  
Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 

miR-15b-5p, 

miR-378b, miR-

3085-3p 

Cndp2 Enzima Apoptosis de células germinales  
Electroforesis 2D - Identificación de la 

huella peptídica 
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miRNA 

expresión 

 blanco 

asociado 

(expresión 

predicha) 

Función Fenotipo involucrado Referencia 

miR34b-5p  Birc5 
Proteína anti-

apoptotica 
Apoptosis de células germinales   (Y. Wang et al. 2004) 

miR34b-5p Axl 
Receptor tirosina 

quinasa 
Apoptosis de células germinales  

(Hasanbasic et al. 2004; Chan et al. 

2011) 

miR34b-5p Yy1 
Factor de 

Transcripción 
Apoptosis de células germinales  

(Wu et al. 2009) 

miR34b-5p Bcl-2 
Proteína anti-

apoptotica 
Apoptosis de células germinales  (Codelia et al. 2010; Ortiz et al. 2009) 

miR34b-5p Pparγ Receptor Nuclear disminución de estradiol 
 (Kowalewski et al. 2009; Kobayashi et 

al. 2003) 

miR-34b-5p, 

miR-7686-5p  
 Lgr4 

Receptor acoplado 

a proteína G 

Apoptosis / Perturbacion en la 

espermatogenesis 
(Sian et al. 2013) 

miR-34b-5p, 

miR-7686-5p  
Foxj2 

Factor de 

Transcripción 

Apoptosis / Perturbación en la 

espermatogénesis 
(Comazzetto et al. 2014)  

miR-34b-5p, 

miR-7686-5p  
Mllt3 

Factor de 

Transcripción 

Apoptosis / Perturbación en la 

espermatogénesis 
(Urano et al. 2005) 

miR-18a-5p Hsf2 
Factor de 

Transcripción 

Apoptosis / Perturbación en la 

espermatogénesis 
(G. Wang et al. 2004)  

miR-18a-5p Pten Phosphatase  
Apoptosis / Espermatogénesis 

disruption  
(G. Wang et al. 2004)  

miR-18a-5p, 

miR-20b-5p  
 Nfat5 

Factor de 

Transcripción 
Apoptosis de células germinales  (Drews-Elger et al. 2009) 

miR-15b-5p  Stat3 
Factor de 

Transcripción 
Apoptosis de células germinales  (Z. He et al. 2013) 

miR-15b-5p, 

miR-1981-5p  
Strbp 

Proteína de unión 

a Poli-A 

Perturbación en la 

espermatogénesis 
(Pires-daSilva et al. 2001) 
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miR-15b-5p, 

miR-20b-5p  
Ccnd2 

Regulador de 

CDK quinasas 
Apoptosis de células germinales  (Sicinski et al. 1996; Li et al. 2000)  

 miR-15b-5p, 

miR-20b-5p 
Ccnd1 

Regulador de 

CDK quinasas 
Apoptosis de células germinales  (Z. He et al. 2013) 

miR-15b-5p, 

miR-20b-5p  
Atg9a 

Inductor de 

autofagia 
Apoptosis de células germinales   (Yefimova et al. 2013) 

miR-20b-5p Itgb8  Integrina 
Perturbación en la 

espermatogénesis 
(Siu et al. 2003)  

miR-20b-5p Ccne1 
Regulador de 

CDK quinasas 
Apoptosis de células germinales  (Bonache et al. 2014)  

miR-20b-5p Bambi Inhibidor de Tgfβ 
Perturbación en la 

espermatogénesis 
 (Loveland et al. 2003) 

miR-382-5p Capn8 
Inhibidor de 

Calpainas 
Apoptosis de células germinales  

(Lizama et al. 2009; Coureuil et al. 

2006)  

miR-382-5p Vim 
Proteína del 

citoesqueleto 

Perturbación en la 

espermatogénesis 
(Shen et al. 2012)  

miR-1291 
Dnmt3a 

Dnmt3b 
Cytoskeleton 

DNA methylation (Chédin 2011; Okano et al. 1999) 
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DISCUSIÓN 

 

 

Los ftalatos y alquifenoles son considerados como PEs, que inducen efectos adversos sobre la 

salud reproductiva en humanos y en mamíferos machos (Toppari et al. 1996). Se ha postulado 

que ejercen su acción alterando principalmente, dos mecanismos: 1) Bioquímica y 

específicamente la esteroidogénesis, mediante la  desregulación de la síntesis de hormonas 

esteroideas como testosterona y/o estradiol y 2) Fisiológicamente la espermatogénesis, 

incluyendo la vía de la apoptosis de células germinales.  

En la literatura hay múltiples evidencias que indican alteraciones en el patrón de expresión 

génica inducida por la exposición a PEs durante estadios específicos del desarrollo. En este 

contexto los miRNAs como reguladores post-transcripcionales, toman especial relevancia por 

su gran versatilidad y su capacidad para una regulación fina y de respuesta rápida a estímulos 

externos. Sin embargo, se conoce muy poco sobre su función y la desregulación que sufrirían  

inducidas por la exposición a perturbadores endocrinos. 

Los datos revelados en esta tesis doctoral muestran que la exposición crónica a una mezcla 

ftalatos y alquifenoles en bajas dosis inducen en el testículo de ratones, cambios en la 

expresión de miRNAs e isomiRs específicos que se correlacionan con una desregulación en la 

expresión de transcritos y proteínas implicados en disminución de los niveles de estradiol y  en 

el aumento de la apoptosis de células germinales. Lo cual daría una explicación plausible a 

algunos de los defectos fenotípicos observados. 
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Características de nuestro estudio. 

 

Estudios recientes sobre los efectos de los PEs en la salud humana, en comparación a otros 

modelos experimentales, han sugerido que los testículos de embriones de ratón responden de 

forma similar a los testículos de embriones humanos (Johnson et al. 2012). Lo cual, valida la 

elección y uso de un modelo murino en nuestra investigación y la extrapolación de nuestros 

resultados al hombre. 

Las revisiones bibliográficas señalan que las investigaciones con PEs se han basado 

principalmente, en el estudio de compuestos individuales con dosis de exposición cercanas e 

incluso superiores a las definidas como LOAEL. La mayoría de estos estudios podrían no 

reflejar ni de forma temporal ni cuantitativa, el nivel de exposición crónica, al cual los seres 

humanos estamos sometidos, conceptualizándolo actualmente como “exposoma”. Además, 

dada la poca relación frecuentemente encontrada entre dosis y efecto, la extrapolación de 

estudios de efectos de perturbadores in vitro a in vivo debería ser observada con precaución 

(Charles et al. 2007). E inclusive, por ello se ha llegado a mencionar que muchos estudios 

podrían ser no relevantes para los riesgos a la salud humana (Nohynek et al. 2013). 

Consecuentemente, se ha sugerido diseñar métodos para el estudios de los efectos de mezclas 

de diferentes tipos de los PEs sobre la salud reproductiva poniendo énfasis en el estudio de 

dosis equivalentes a los niveles de exposición en humanos (Kortenkamp 2014; Hauser & 

Sokol 2008). Sin embargo, la dificultad de definir niveles de exposición reales en humanos ha 

hecho complicada la elección de dosis a investigar. Tomando como ejemplo solo el DEHP se 

ha podido definir el rango de dosis NOAEL entre 60 a 3 mg/Kg/día (EU (European 

Commission) 2008).  El nivel de exposición en humanos a DEHP por fuentes indirectas, 
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provenientes del medio ambiente, ha sido calculado cercano a los 0,017 mg/kg/día, en base a 

este dato y a los niveles de exposición por fuentes ocupacionales y medicas, se ha podido 

definir la ingesta tolerable diaria (ITD) para DEHP en 0,6 mg/kg/día (U.S. Food and Drug 

Administration 2003; European Commission 2008). La concentración de DEHP en nuestra 

mezcla es de 0,3 mg/kg/día. Lo cual indica que usamos dosis equivalentes de DEHP, a los 

niveles de exposición en humanos. Además, la mezcla elegida mostró no inducir una respuesta 

toxica (Figura 10). Por lo cual, los datos mostrados serán definimos como efectos a bajas 

dosis y podrían explicarse como una respuesta no-monotónica de estos compuestos.  

Nuestro primer objetivo fue el caracterizar las alteraciones en la fisiología testicular en ratones 

machos, ello nos ayudo a reconocer el grado de daño a nivel de órgano, en dos aspectos 

importantes para nosotros. Primero, la síntesis de hormonas esteroideas y segundo, la muerte 

de células germinales.  

 

 

Daño al testículo provocado por la exposición a ftalatos y alquifenoles de forma 

individual o como mezcla. 

 

Es importante señalar que la exposición a ftalatos y alquifenoles como compuestos  

individuales o como mezcla indujo, en diferentes grados: disminución del tamaño de los 

túbulos seminíferos, degeneración/atrofia de túbulos seminíferos, hipertrofia de células de 

Leydig, alteración de la progresión de la espermatogénesis e incremento en la apoptosis de 

células germinales (Figuras 14 a 20). Se recalca además, que ciertos compuestos 

individualmente inducían un tipo de daño, mientras que no afectaban otros parámetros.  
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A priori, y tal como lo recomendado para los trabajos con mezclas de compuestos (Svingen 

2015), se estableció un estudio comparativo entre los efectos sobre el sistema reproductivo, de 

la exposición de cada uno de los compuestos de la mezcla (efecto individual) y el efecto de la 

mezcla; de forma similar a lo señalado por Hayes y colaboradores (Hayes et al. 2006). 

Nuestros resultados son concluyentes en indicar que, cada uno de los ftalatos o alquifenoles 

que constituyen nuestra mezcla (dependiendo del parámetro que se evalué) se comportan 

como molécula efectora, otros neutrales o sin efecto e inclusive unos podrían tener una acción 

antagonista. Lo cual, otorgaría una explicación plausible a las similitudes y/o diferencias entre 

los efectos de compuestos individuales y el efecto de la mezcla. Además, es importante 

resaltar que, no se observaron efectos sinérgicos y/o aditivos en ninguno de los parámetros 

cuantificados. 

Se evaluó como fin último, si la fertilidad de los animales expuestos a la mezcla de ftalatos y 

alquifenoles podría estar comprometida. Sin embargo, al revisar distintos parámetros de 

fertilidad, estos no resultaron globalmente afectados en todos los animales evaluados, solo en 

ciertas poblaciones de animales expuestos (Tabla 9-figura 21). Lo cual se debería a  

diferencias relativas e individuales en los niveles de exposición a los tóxicos ambientales 

desde ventanas muy tempranas del desarrollo de la gónada, ya sea por ejemplo: por la 

irrigación sanguínea materna en periodo fetal, numero de embriones por gestación, por una 

mayor ingesta de los compuestos durante la lactancia y pubertad, o a diferentes tasas de 

metabolismo, acumulación y eliminación de los ftalatos y alquifenoles por cada animal. El 

hecho de que los ratones usados sean de una línea isogénica elimina o minimiza potenciales 

variaciones por factores genéticos. 
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El parámetro disminuido en estas poblaciones de animales fue el potencial de fertilidad o 

también llamado eficiencia de la implantación, lo cual podría indicar problemas en la carga 

génica de los espermatozoides, en los procesos de maduración del espermatozoide (motilidad, 

capacitación y reacción del acrosoma), o en el reconocimiento del espermatozoide por el 

ovocito. Además, datos preliminares de nuestro laboratorio que no forman parte de esta tesis 

doctoral, indican que en los animales expuestos, elrecuento de espermatozoides epididimarios, 

esté disminuído (Gallardo & Moreno 2016, XXVII Reunion anual SChRD 2016, poster 1 ).  

Siendo este trabajo el primero en su tipo, en relacionar los efectos de la exposición a mezclas 

de ftalatos y alquifenoles con la expresión de miRNAs en los testículos, nos permite obtener 

una conclusión general de los posibles efectos a nivel global de la histología y fisiología 

testicular. Sin embargo, a partir de los resultados obtenidos se plantea la posibilidad de 

conocer con exactitud el o los tipos celulares, y su afectación en la diferenciación y el 

desarrollo que se muestren más específicamente alterados en cada uno de los parámetros 

evaluados. Por ello podríamos sugerir como futuras proyecciones, dirigir aproximaciones 

experimentales para corroborar los diferentes datos obtenidos, en distintos tipos de células 

testiculares aisladas, en líneas celulares in vitro u otros sistemas. En especial en: los 

espermatozoides y su capacidad fecundante con aproximaciones experimentales que 

involucren ensayos de fecundación in vitro, en ovocitos y cigotos. 
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Visión general de los cambios en la expresión de miRNAs e isomiRs, inducido por la 

exposición a una mezcla de perturbadores endocrinos. 

 

Hasta la fecha de entregar de este manuscrito, no existía evidencia de que la maquinaria 

canoníca de biogénesis de miRNAs, pueda verse alterada por la exposición a mezclas de 

ftalatos y alquifenoles, lo cual otorga gran relevancia a los datos obtenidos.  

Los datos señalaron un incremento en los niveles de Drosha en los testículos de los ratones, 

inducido por la Mezcla de PEs (Figura 27). En modelos de carcinomas, se ha asociado la 

sobre-expresión de Drosha con un aumento en los niveles de expresión de miRNAs maduros 

(Muralidhar et al. 2011).  Lo cual indicaría un aumento en el procesamiento de pri-miRNAs o 

de otros sncRNAs. Además, Drosha no solo participaría en la biogénesis de miRNAs. Su 

sobre-expresión está involucrada en la activación de proteínas que conllevan a la disrupción de 

la espermatogénesis y a patologías reproductivas, según lo señala un análisis in sílico realizado 

(Anexo I-Figura 46). Confirmando la implicación de esta enzima en la espermatogénesis 

(González-González et al. 2008; Wu et al. 2012), lo cual indica la importancia del estudio 

futuro de los cambios en su expresión y/o actividad inducidos por la exposición a PEs u otros 

tóxicos ambientales, sobre la salud reproductiva o su asociación en diversos tipos de cáncer.  

En lo que respecta a la edición de las secuencias de RNAs, esta se ha planteado como uno de 

los principales mecanismos, por el cual tóxicos ambientales pueden sobrescribir información 

genética codificada (Mattick & Mehler 2008). En este trabajo se señala que en testículos de los 

ratones expuestos a la Mezcla de PEs aumenta la expresión de Adar-1S (Figura 27). Lo cual 

sugiere un incremento en la edición de mRNAs, pri-miRNAs y pre-miRNAs (Chawla & Sokol 

2014), y una disminución en el procesamiento de miRNAs, por unión a los pre-miRNAs (Warf 
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et al. 2012) o estimulación de la actividad de Dicer (Ota et al. 2013). Todos ellos, serían 

enfoques muy interesantes a comprobar en futuras proyecciones de este trabajo. 

Entre los mecanismos de estabilidad/degradación de miRNAs los datos muestran que, la 

exposición a la Mezcla de PEs aumenta la expresión de Tut-4 (Figura 28). Existe evidencia 

que implica a esta proteína en la uridilación de histonas de mRNAs (Schmidt et al. 2011), en 

el decaimiento de mRNA durante la apoptosis (Thomas et al. 2015), en la regulación 

fisiológica de la expresión de miRNAs mediada por acido retinoico (Thornton et al. 2014) y en 

cambios en la expresión de miRNAs inducidos por otros PEs como vinclozolina, (Brieño-

Enríquez et al. 2015). Esto indicaría que la sobre-expresión de Tut-4 puede ser un mecanismo 

común frente a la exposición a PEs que induzcan apoptosis y señalización por receptores que 

unen acido retinoico.  

La expresión y actividad de Lin28b se mantuvo inalterada (Figura 28), corroborándose al 

observar la estabilidad en los niveles del miRNA let-7a-1-3p (Figura 32-36), el cual es 

conocido que se regula por Lin28b (Piskounova et al. 2011). En ausencia de Lin28b, Tut4 

induce mono/poli-uridilación de pre-miRNAs como mecanismos para su reparación o 

degradación (Kim et al. 2015). Sería importante en futuras investigaciones, corroborar si el 

control de la expresión de miRNAs por Tut-4 esta alterado por los PEs u otros tóxicos 

medioambientales, para inducir un estado patológico en un órgano o tejido concreto.  

Por lo antes señalado, Drosha, Adar-1S y Tut-4 estarían implicados en los cambios de 

expresión de algunos miRNAs. Pero al parecer, esta regulación no sería un mecanismo 

general, sino muy selectivo; dado que la exposición a la Mezclas de PEs no alteró globalmente 

el miRNoma, solo indujo cambios en la expresión de 10 miRNAs en el testículo (Figura 34). 

Para corroborar si la exposición a la Mezclas de PEs induciría cambios selectivos en la 
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expresión de miRNAs, se estudiaron miRNAs de expresión similar a policistrones, que se 

transcriben como “clústers” bajo el control de un promotor único (Marco et al. 2013). Se tomó 

como ejemplo la familia miR-17, por tener un importante papel en la espermatogénesis (Tong 

et al. 2012; Xie 2016), se observó que de 13 miRNAs de esta familia detectados en el 

testículo, solo el miR-20b-5p y el miR-18a-5p alteraba su expresión (Figura 33).  

Estos resultados sugieren que para los miR-20b-5p y miR-18a-5p su disminución involucra 

procesos de regulación post-transcripcional. Es curioso señalar que, Michlewski y 

colaboradores (Michlewski et al. 2010) determinaron que el procesamiento de pri-miR-18a 

podría ser selectivo e independiente del “clúster” al cual pertenece, gracias a la acción de la 

proteína de unión a RNA (Hnrnp A1) que actúa como un cofactor para el corte específico por 

Drosha (Guil & Cáceres 2007; Michlewski et al. 2010). Durante la exposición a la Mezcla de 

PEs, la selección del procesamiento de miR18b-5p posiblemente por la acción de Hnrnp A, 

favorecería su degradación por mecanismos donde participan Adar-1S o Tut-4, sugiriéndose 

como un nuevo mecanismos por el cual PEs u otros tóxicos ambientales desregulan la 

expresión de miRNAs.  

Entre los miRNAs con cambios en su expresión, se señalaron solo dos que aumentaron sus 

niveles de acumulación. Sorpresivamente uno de ellos es el miR-34b-5p, (Figura 34, 36, tabla 

13, 15). Este miRNA es muy abundante en los testículos. Además, es requerido en el control 

del desarrollo pos-mitótico de las células germinales y su deficiencia ha sido correlacionada 

con oligoasteno-zooespérmia e infertilidad en ratones (Comazzetto et al. 2014), y con 

síndromes como: SSCS, atrofia mixta, y parada de células germinales, en biopsias de pacientes 

infértiles (Abu-Halima et al. 2014a; Abu-Halima et al. 2014b). Por tal motivo, señalamos que 
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pudiera ser un buen bio-marcador del daño al testículo inducido por la exposición a tóxicos 

ambientales. 

Por otro lado, miR-7686-5p aunque es un miRNA muy poco expresado, aumenta 

significativamente su expresión (Figura 34, Tabla 15). Sin embargo, hasta la fecha no existen 

estudios previos que asignen una función a este miRNA en la fisiología celular.  

Los datos también señalan 8 miRNAs con menores niveles de acumulación (Figura 34, Tabla 

15). Entre ellos, destacan dos por su implicación en la fisiología testicular: 1) miR-18a-5p 

cuya ausencia deteriora la espermatogénesis (Xie et al. 2016), vía aumento en la expresión de 

dianas como Hsf2 (factor de transcripción requerido durante la gametogénesis y en la 

diferenciación de espermatogonias (Wang et al. 2004); 2) miR-15b-5p, que participa en los 

mecanismos de supervivencia celular (Zhao et al. 2016), y se ha encontrado con menor nivel 

de acumulación en biopsias de pacientes infértiles que presentan SSCS (Abu-Halima et al.  

2013). Además, Choi y colaboradores mostraron que sus niveles disminuyen en una línea 

celular derivada de células de Sertoli expuestas a NP (Choi et al. 2011). Dado que nuestra 

Mezcla de PEs también tiene entre sus componentes NP, podemos sugerir que la expresión del 

miR-15b-5p esta disminuida probablemente en células de Sertoli. 

Los cambios de expresión de miR-34b-5p, miR-15b-3p y miR-18a-5p en testículos de ratones 

expuestos a la Mezcla PEs junto con el hecho de que poblaciones de ratones expuestos 

presenten una disminución en su potencial de fertilidad (Figura 21), sugiere importantes 

relaciones entre miRNAs y alteraciones en la espermatogénesis e infertilidad, mediadas por la 

exposición a Mezclas de PEs. 

Para los otros miRNAs que disminuyen su expresión, existe información que participan en  

procesos y patologías en otros tejidos y sistemas como: cáncer (miR20b-5p, miR-1291) 
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(Leidinger et al. 2015; Luo et al. 2015), toxicidad en órganos inducida por fármacos (miR-382-

5p) (Vliegenthart et al. 2015), respuesta inflamatoria en tejidos, y diferenciación de 

condrocitos (miR-3085-3p) (Crowe et al. 2015). Sin embargo, el hecho que se hayan 

encontrado en el testículo, disminuidos en su expresión por la exposición a mezclas de ftalatos 

y alquifenoles señala que pueden tener importantes funciones en la fisiología testicular aun no 

descubiertas, tal vez relacionadas con algunas de las detectadas en otros sistemas. 

Por otro lado, esta investigación del “miRNoma” del testículo de ratón frente a la exposición a 

una Mezcla de PEs, es la primera en mostrar cambios en la expresión de variantes funcionales 

de miRNAs (isomiRs) en los animales expuestos. Los resultados señalan un número 

considerable de isomiRs que presentan desregulación en su expresión (Figura 37, Tabla 12-

15). El mayor numero de isomiRs (36) en relación al número de miRNAs canónicos alterados 

(10), se puede explicar por cambios pos-transcripcionales en los precursores de miRNAs 

donde posiblemente participe los mecanismos de edición o regulación de pre-miRNAs que 

encontramos alterados, o por polimorfismos tipo SNP (García-López et al. 2013). 

Además, los resultados muestran que únicamente los isomiRs con adiciones y sustituciones en 

su región 3’ están diferencialmente expresados y algunos de ellos son variantes de miRNAs 

canónicos que también se encontraron alterados (Figura 38, Tabla 15). Lo cual indica que se 

generan de un mismo precursor editado y que comparten los mismos mRNAs dianas, 

pudiendo potenciar la acción de los miRNAs. En concordancia con Cloonan y colaboradores, 

se señala que los isomiRs son biológicamente relevantes y que cooperan funcionalmente en el 

silenciamiento génico con sus miRNAs canónicos. (Cloonan et al. 2011). 

Por ello, sugerimos primero validar los niveles de expresión de los isomiRs diferencialmente 

expresados, por alguna otra metodología como RT-qPCR o Northern blot. Además, futuras 
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investigaciones podrían enfocarse en dilucidar, el rol de los isomiRs como potenciadores de la 

actividad de miRNAs en la fisiología testicular y en el daño inducido por la exposición a PEs 

u otros tóxicos y su posible papel en terapias génicas o como biomarcadores. 

En conclusión los cambios en la expresión de un pequeño grupo de miRNAs e isomiRs 

inducidos por la exposición a mezclas de ftalatos y alquifenoles podrían ser suficientes para 

alterar procesos biológicos (Figura 39-40) que se asocian a disfunciones en el testículo con 

una posible afectación en la fertilidad masculina. De esta forma, la desregulación de los 

miRNAs e isomiRs encontrados podrían considerarse biomarcadores del efecto y de las 

consecuencias. Lo cual responde la primera parte de nuestra hipótesis. Sin embargo, nos 

falta por discutir si estos miRNA desregulados están implicados en dos aspectos importantes 

en este trabajo: primero, la síntesis de hormonas esteroideas y segundo, la apoptosis de células 

germinales. 

 

 

 

Disminución en los niveles de estradiol y cambios en la expresión de transcritos y 

proteínas involucradas en la esteroidogénesis, inducido por la exposición a una mezcla de 

ftalatos y alquifenoles  

 

Las células de Leydig, por su localización son de las primeras dianas del efecto a la exposición 

a la Mezcla de PEs, que llega desde la circulación sistémica. Una observación a recalcar es la 

aparición de focos o regiones de células de Leydig, que se visualizan hipertróficas e 

hiperplasicas. Mayormente, se observan alrededor de los túbulos seminíferos degenerados, 

cerca a la capsula testicular, preferentemente con la exposición a DBP, OP y a la Mezcla de 
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PEs (Figura 16). La sobre-expresión de la hormona luteinizante (LH), ha sido el principal 

mecanismos molecular en la etiología de la hiperplasia e hipertrofia de células de Leydig 

(Naughton et al 1998). Sin embargo, en modelos como el canino la disminución de los niveles 

de Cyp19a1 ha sido implicada como un mecanismo de tal patología (Walker & Nogués 1994). 

Aunque, la hipertrofia/hiperplasia de células de Leydig, per se, es considerada una condición 

de menor efecto patológico (Colecchia et al. 2007), se ha asociado con perturbación en la 

espermatogénesis, generación de tumores de células germinales, y con oligozoospermia y 

azoospermia en humanos (Lardone et al. 2013; Zimmerli 1991; Rich & Kerr 1979). Se 

desconocen los alcances de la hipertrofia/hiperplasia de células de Leydig inducido por la 

exposición a mezclas de ftalatos y alquifenoles. Sin embargo, podemos asociarlo con 

alteraciones en la función celular, principalmente con la esteroidogénesis.  

Los niveles de testosterona medidos en suero y en líquido intratesticular no se observan 

alterados por exposición a la Mezcla de PEs (Figuras 11-12-113), solo disminuyen con la 

exposición individual a DBP (Figuras 13), lo que sugiere que los efectos de compuestos 

individuales son distintos a la mezcla, y que el efecto sobre la testosterona del DBP pudiera ser 

compensado por los otros componentes en la exposición a la mezcla. Ademas, trabajos 

recientes in vivo e in vitro han sugerido que dosis repetidas de ftalatos o alquifenoles no 

afectan la producción de testosterona (Traore et al. 2016; Jambor et al. 2016), e inclusive 

algunos PEs al administrase juntos, podrían antagonizar el aumento de testosterona que si se 

observa por la administración de compuestos individualmente (Jones et al. 2015).  

En este trabajo la exposición a ftalatos y alquifenoles como compuestos únicos o como 

mezcla, disminuyó los niveles de estradiol en el líquido intratesticular, aunque los niveles 

séricos de estradiol no se encontraron alterados (Figuras 11, 12). Lo que señala una 
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perturbación endocrina directamente en el testículo, y a nivel sistémico posiblemente existiera 

un mecanismo compensatorio de la síntesis de estradiol por el tejido adiposo (Musi & 

Guardado-Mendoza 2014) estimulado por la exposición a PEs (Menale et al. 2015). Esto se 

relaciona, con el aumento de peso observado en los animales expuestos (Figura 14) y por 

ende un mayor contenido de tejido adiposo; tal y como se ha mostrado en las consecuencias 

obesogenicas de la exposición a varios PEs (Heindel et al. 2015).      

La disminución de estradiol se relaciona directamente con cambios en la expresión de 

transcritos implicados en su síntesis (Figuras 22-23). Entre ellos, disminución en los niveles 

de los transcritos para Sp1 y Cyp11a1, Es importante señalar que el promotor para Cyp11a1 

está bajo control del factor de transcripción Sp1 (Shih et al. 2011), el que su vez es regulado a 

varios niveles por múltiples factores de transcripción y modificaciones post-traduccionales 

(Beishline & Azizkhan-Clifford 2015) y sumando en esta tesis, la pérdida de su expresión 

asociada a el aumento de miR-34b-5p y miR-7686-5p, lo cual indica su potencial sensibilidad a 

ser desregulado en su expresión por PEs. En concordancia con lo señalado en la literatura, 

Cyp11a1 es una enzima cuyos niveles de mensajero y actividad enzimática pueden disminuir 

frente a conocidos PEs (Maeda et al. 2014).  

Es interesante mostrar que cada ftalato o alquifenol en exposiciones de compuestos 

individuales es capaz de inducir disminución en la expresión del transcrito para Star tal como 

está evidenciado en la literatura (Clark & Cochrum 2007). Sin embargo, la exposición a la 

mezcla induce un aumento en la expresión del mismo transcrito. El mismo efecto se observa al 

cuantificar los niveles de Cyp17a1 frente a la exposición individual a NP (disminuye la 

expresión) y a la Mezcla de PEs (aumenta la expresión) (Figuras 22-23), los que son claros 

efectos antagónicos a nivel de la mezcla y ejemplos claves en como las mezclas de PEs 
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pueden generar efectos no esperados, considerando solamente los efectos individuales de los 

compuestos. 

Este aumento de la expresión de Star acompañado de un aumento de la disponibilidad de 

colesterol debería favorecer el flujo de colesterol, desde la membrana externa a la membrana 

interna de la mitocondria, incrementando la tasa basal de la esteroidogénesis (Miller 1995). 

Sin embargo, en nuestro sistema no observamos un aumento de la esteroidogénesis sino una 

estabilización de los niveles de testosterona y una disminución en la síntesis de estradiol.  

Considerando los mecanismos moleculares que gobiernan el transporte de colesterol, se ha 

observado que la unión del colesterol a Star es necesaria pero no suficiente para la 

transferencia del colesterol, ni para la inducción de la esteroidogénesis (Baker et al. 2007). 

Este proceso depende de la interacción del colesterol y Star, con un complejo proteico 

localizado en la membrana mitocondrial externa llamado "transduceosome” (Rone et al.  

2009). En este complejo participa la proteína Vdac1 (canal anionico 1 dependiente de voltaje) 

(cuyas funciones se discutirán más adelante), evitando la degradación de la forma fosforilada 

de Star, que es la que finalmente une y transporta el colesterol (Bose et al. 2008).  

Analizando los cambios a nivel del proteoma del ratón (que se discutirán más adelante), 

sorpresivamente se observó que la Mezcla de PEs inducía una disminución de Vdac1 (Figura 

45). De esta manera, podemos sugerir que pese a que hay un aumento en la expresión del 

transcrito de Star (por un mecanismo que propondremos más adelante), y probablemente un 

aumento en los niveles proteicos de Star, esta no podría unir ni transportar el colesterol a la 

mitocondria dada la posible carencia en su forma fosforilada, dependiente de Vdac1, cuyos 

niveles se encuentran disminuidos. Esto podría proponerse como un nuevo mecanismo por el 
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cual mezclas de PEs u otros tóxicos o estados patológicos, desregulan la producción de 

hormonas esteroideas. 

 El aumento del transcrito para Cyp17a1 en los ratones expuestos a la Mezcla de PEs (Figuras 

22-23) podría favorecer la síntesis de otro andrógeno como la androstenediona. Los niveles de 

androstenediona no fueron cuantificados en esta tesis, pero se ha mostrado en células de 

Leydig in vitro que la síntesis de androstenediona aumenta por exposición a alquifenoles como 

NP, aunque no cambie la actividad de Cyp17a1 (Jambor et al. 2016). Desconocemos si la 

esteroidogénesis se encuentra detenida en algún paso, pero si propondremos un mecanismo vía 

miRNAs por el cual podría explicarse el aumento de Cyp17a1.  

Curiosamente, DBP, NP y OP disminuyen los niveles de mensajero de 3β-Hsd (una de las 

principales enzimas para la producción de testosterona), y DBP también disminuyó los niveles 

de testosterona, lo cual está en concordancia con los reportes de la literatura (Motohashi et al. 

2016; Ye et al. 2011). Sin embargo, al exponer a los animales a la mezcla de estos compuestos, 

los niveles de este transcrito y de testosterona no se encuentran alterados (Figuras 22-23). 

Estos resultados refuerza aún más la idea que el efecto de compuestos individuales sobre 

diversos parámetros biológicos no necesariamente es el mismo en una mezcla de ellos. 

Finalmente, la expresión de aromatasa a nivel de su transcrito se encontró disminuida, por 

cada uno de los compuestos así como por la mezcla, y a nivel de la proteína también se 

observo disminuida por la exposición a la Mezcla de PEs,  (Figuras 22 a 26). Este resultado 

está en concordancia con los trabajos de Sekaran y Benachour que mostraron que la 

exposición a NP y DEHP disminuyen los niveles de estrógeno vía cambios en la expresión y la 

actividad de la aromatasa (Sekaran & Jagadeesan 2015; Benachour et al. 2007), y señalan al 

transcrito de Cyp19a1 como el más sensible a la acción de los perturbadores endocrinos.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sekaran%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25649163
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Resultó muy interesante poder definir como evidencia de un evento molecular inicial alterado, 

el periodo dentro de las ventanas del desarrollo de los testículos de ratón, en el cual se 

reflejaría la disminución de los niveles de Cyp19a1. Los datos revelaron que la exposición a la 

Mezcla de PEs, no altera la expresión de aromatasa en la gónada embrionaria de 14.5 dpb. Sin 

embargo, se empieza a observar una disminución significativa en los testículos de los ratones 

neonatos de 3 días post-parto (Figura 24). Que los niveles del mensajero de aromatasa se 

mantengan inalterables en gónadas de embriones expuestas a mezclas de ftalatos y 

alquifenoles, posiblemente se relaciona con la inicialmente nula participación de esta enzima 

en el desarrollo de la gónada. Lo cual, ha sido corroborado en los modelos de ratones 

transgénicos, carentes de esta enzima (ArKO
-/-

), que tampoco presentan alteraciones en el 

testículo durante el desarrollo y en la pubertad (Murata et al. 2002). Esto, sugiere que es 

precisamente en la adultez y senescencia donde el efecto de los ftalatos y alquifenoles o sus 

mezclas sobre la expresión de Cyp19a1, podría tener mayores consecuencias en la fisiológica 

reproductiva. 

En resumen, los datos presentados en esta tesis doctoral exponen que la diana, por el cual 

mezclas de ftalatos y alquifenoles podrían estar ejerciendo su acción es a través de la 

disminución en los niveles de estradiol, lo cual estaría mediado por la desregulación en la 

expresión de los genes implicados en su síntesis, principalmente aromatasa. Ello, plantea la 

interrogante sobre si la desregulación de estos transcritos estuviera dirigida por los miRNAs 

que encontramos diferencialmente expresados. 
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Participación de los miRNAs diferencialmente expresados por la exposición a la Mezcla 

de PEs, en la disminución en la síntesis de estradiol.  

 

El análisis global de las interacciones entre las proteínas que dirigen la síntesis de estradiol, 

sus reguladores transcripcionales, y el control pos-transcripcional mediado por los miRNAs 

diferencialmente expresados (Anexo I-Figura 29), principalmente nos señaló que la ausencia 

de miR-18a-5p favorecería la sobreexpresión de Star. Sin embargo, la sobreexpresión de Star 

no implicaría directamente la disminución de estradiol; su aumento sería un mecanismo para 

compensar la ausencia de su forma fosforilada como mencionamos anteriormente. 

Este análisis también reveló que miR-18b-5p regularía la expresión de LxR-β, la cual es una 

proteína que pertenece a una superfamilia de factores de transcripción activados por ligandos. 

LxR-β (Nr1h2) se expresa en células de Sertoli y germinales. Sus principales ligandos son los 

esteroles (productos del metabolismo del colesterol y de la síntesis de hormonas esteroideas), 

cuyos niveles se han detectado aumentados en patológias asociadas con estrés oxidativo y con 

sucesos de muerte celular programada (Larsson et al. 2006). Después de su activación, LxR-β 

heterodimeriza, con RxR para acoplarse a elementos de respuesta encontrados en las regiones 

de sus promotores, y así regular la esteroidogénesis y la espermatogénesis. 

Los ratones machos deficientes para este receptor (LxR-β
−/−

) presentan daño en el testículo, 

alteraciones en el metabolismo de los lípidos, disminución en la proliferación de células 

germinales y bajos niveles de testosterona. Pero, solo el doble mutante para LxR-α;β
−/−

 llega a 

ser infértil entre 6 y 8 meses (Maqdasy et al. 2015; Volle et al. 2007). Del mismo modo, las 

hembras mutantes para LxR-β
-/-

 al ser súperovuladas presentan altos niveles de estradiol, y de 

forma no concordante bajos niveles del transcrito de aromatasa (Mouzat et al. 2009). Hay 
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evidencias que señalan a LxR-β como un regulador transcripcional para Star, Cyp11a1, y 

Sult1e1 (sulfotransferasa de estrógeno, encargada del metabolismo de estradiol) (He et al. 

2010). Al mismo tiempo, (vía un mecanismo aun poco conocido) se ha propuesto a los LxR 

como reguladores negativos de la expresión y actividad de aromatasa y de la posterior síntesis 

de estradiol (Simpson et al. 2002). Por otro lado, se ha podido determinar en hígado de ratón y 

en testículos de ratones y humanos que la exposición a ftalatos y alquifenoles, incrementan los 

niveles de LxR-β (Rouiller-Fabre et al. 2015).  

En esta tesis, se corroboró un aumento en la expresión de LxR-β y una correlación negativa 

con la expresión de miR-18a-5p en testículos expuestos a la Mezcla de PEs (Figura 43). De 

este modo, se propone en esta tesis que la exposición a la Mezcla de PEs disminuye la 

expresión de miR-18b-5p, lo que aumentaría la expresión de LxR-β, incrementando la 

expresión de Star, y sulfotransferasas. Además, por un mecanismo aún desconocido regularía 

de forma negativa la expresión de Cyp19a1. Lo cual estaría relacionado con la disminución en 

el estradiol y en el fenotipo con alteraciones en el testículo (Figura 47).   
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Participación de los miRNAs diferencialmente expresados por la exposición a la mezcla 

de PEs, en el incremento de la apoptosis de células germinales. 

 

Aunque los sucesos de apoptosis en células germinales se consideran una respuesta fisiológica 

en el testículo, la exposición individual a ftalatos, alquifenoles y como mezcla definida indujo 

un incremento de este tipo de muerte celular (Figura 20). Lo cual, es uno de los principales 

factores de la reducción del conteo espermático y de la perdida de la fertilidad (Moreno et al. 

 
 

Figura 47.- Modelo propuesto para la participación del miRNA-18a-5p en la 

disminución de estradiol inducido por la exposición a una mezcla de PES. 

 

Se resalta en rojo, transcritos que aumentan su expresión y en verde, miRNAs y transcritos 

que disminuyen su expresión 
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2011). Múltiples evidencias han señalado que la exposición individual a los mismos ftalatos y 

alquifenoles empleados en este trabajo, induce apoptosis de células germinales. 

Principalmente por la redistribución y activación de receptores de apoptosis, activación de 

ROS, estrés en el retículo endoplásmico, disfunciones mitocondriales y cambios en la 

expresión y actividad de metaloproteasas, citoquinas, quinasas, fosfatasas y proteínas pro- y 

anti-apoptoticas (Sedha et al. 2015; Urriola-Muñoz et al. 2014; Vergara et al. 2011; Gong & 

Han 2006; Kasahara et al. 2002; Ichimura et al. 2003).  

En lo que respecta al último punto, actualmente se han descrito más de 30 miRNAs como 

miRNAs pro y anti-apoptoticos (e incluso algunos con ambas funciones), por controlar la 

regulación pos-transcripcional de genes codificantes de proteínas anti y pro-apoptoticas, como 

un mecanismo clave para iniciar ese proceso (Wang 2010; Su et al. 2015) 

Como señalamos, miR-34b-5p fue hallado sobre expresado en testículos de ratones expuestos 

a la mezcla de ftalatos y alquifenoles. Cabe recordar que, evidencias in vivo han señalado a los 

miR-34a/b/c como los principales microRNAs involucrados en la apoptosis de células 

germinales (Liang et al. 2012; Comazzetto et al 2014).  

La vía por la cual se sobre-expresaría miR-34b es a través de la actividad de p53. Estudios 

recientes por ensayos de luciferasa y ChIP, han señalado que p53 puede unirse al promotor del 

gen que codifica al pri-miRNA-34a/b/c activando de esta forma su transcripción (Raver-

Shapira et al. 2007; Tarasov et al. 2007). Además, p53 no solo puede regular a mir-34b a nivel 

transcripcional. Se ha observado que, por medio de su asociación con DDX5 (DEAD-box 

RNA helicase p68), p53 interactúa con Drosha y el complejo microprocesador, facilitando el 

procesamiento de pri-miRNA a pre-miRNA (Suzuki et al. 2009).  
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Del mismo modo, múltiples evidencias han señalado que ftalatos como DEHP, y alquifenoles 

como NP aumentan la  expresión de p53 en células testiculares (Erkekoglu et al. 2010; Peng et 

al. 2016). Esto indicaría que vía la actividad de p53 inducido por la exposición a los PEs 

aumentaría la expresión de miR-34b-5p. 

En la búsqueda de los genes dianas para miR-34b. Los análisis de proteomica comparativa 

revelaron una disminución en la expresión de dos iso-enzimas del grupo de las transferasas de 

glutatión (Gst) tipo mu, Gstm2 y Gstm7, en testículos de ratones expuestos a PEs. Las cuales 

están implicadas en la apoptosis vía la inhibición en la fosforilación de la quinasa c-Jun (Jnk), 

y su asociación con miembros de la familia de proteínas que se unen a receptores tipo TNF 

(Cho et al. 2001; Wu et al. 2006). Además, Gstm2 decrece su nivel relativo con el desarrollo 

testicular desde el nacimiento (Paz et al. 2006); estando asociada su expresión con 

espermatogonias pero no con células germinales maduras (Yu et al. 2003) y con células de 

Sertoli y Leydig (Benbrahim-Tallaa et al. 2002), lo cual sugiere que el efecto de los PEs 

estaría mayormente afectando, en esta vía, a esos tipos celulares y no tanto a células 

germinales en fases finales de la espermiogénesis.  

Los mRNAs codificantes de ambas proteínas: Gstm2 y Gstm7, resultaron ser dianas de miR-

34b-5p. La relación inversa entre sus niveles de expresión estaría indicando una posible 

regulación pos-transcripcional en la expresión de Gstm2 y Gstm7 vía miR-34b-5p, lo cual 

constituye una evidencia de la participación de este miRNAs en la apoptosis en células 

testiculares, inducida por la exposición a mezclas de ftalatos y alquifenoles, que requeriría ser 

validada en futuros modelos en distintos tipos celulares y estadios de la espermatogénesis. 

Sin embargo, Gstm2 y Gstm7 no serían las únicos dianas de miR-34b-5p, implicados en la 

apoptosis de células germinales. Mediante las búsquedas realizadas in sílico y la evidencia en 

http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:95861
http://www.informatics.jax.org/marker/MGI:1915562


146 
 
 

la literatura, se puede predecir que el aumento de mir-34b-5p favorecería el silenciamiento de 

la expresión de importantes genes anti-apoptoticos como Birc5 (Survivin) (Huang et al. 2015), 

Bcl-2 (Bommer et al. 2007) y otros transcritos que regulan el destino de las células germinales 

como: Axl (Mudduluru et al. 2011), Creb (Pigazzi et al. 2009), Foxj2 (Comazzetto et al. 2014), 

Mllt3 (Dalgard et al. 2009) e Yy1 (Chen et al. 2011) (Figura 48- Tabla 17).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Toda la evidencia antes señalada. Indica que, miR-34b-5p es el principal mediador de la 

apoptosis de células testiculares inducida por PEs. Sin embargo, este no es el único miRNA 

del testículo que podría estar implicado en este proceso.  

Por otro lado, miR-7686-3p es un miRNA del que no se conoce su función. Aunque esta poco 

expresado en el testículo de ratón la exposición a la Mezcla de PEs indujo un aumento de casi, 

 

Figura 48.- Participación de miR-34b-5p en la apoptosis de células germinales, inducida 

por la exposición a Mezclas de PEs.  

 

Grafico adaptado de Rokavec y colaboradores (Rokavec et al. 2014).  En humano y ratón 

hay un alto grado de sintenia en estos miRNAs. En la figura está representado el humano. 
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tres veces este miRNAs. Con ello, nuestras asociaciones in silico señalan que este miRNA 

puede participar en la disminución de la expresión de al menos tres proteínas implicadas en los 

procesos de apoptosis: Pdia3, Cct2 (chaperonas encargadas del plegamiento de proteínas) y 

Fkbp4 (chaperona encargada del transporte al núcleo de los complejos hormona-receptor) 

(Figura 49, Tabla 17). Lo cual sugiere la primera evidencia de la participación de este 

miRNA en la fisiología testicular, participando en la apoptosis de células germinales inducida 

por la exposición a mezclas de ftalatos y alquifenoles PEs.   

A través del análisis del proteoma antes señalado, se observo en los testículos de ratones 

expuestos a la Mezcla de PEs, un incremento de 9 proteínas que participarían en la apoptosis 

de células germinales (Figura 44, Tabla 16). Los análisis in sílico señalaron que 7 genes 

codificantes a tales proteínas podrían ser regulados de forma pos-transcripcional por los 

miRNAs diferencialmente expresados (Tabla 17). Se puede hipotetizar que las células 

germinales que van a entrar en apoptosis establecen mecanismos por los cuales disminuyen los 

miRNAs que regulan el control pos-transcripcional de proteínas pro-apoptoticos.  

La principal proteína pro-apoptotica que aumentó su expresión, en los testículos de ratones 

expuestos a la Mezcla de PEs fue Diablo (Smac). La cual, se libera desde la mitocondria luego 

de un estimulo de apoptosis. En el citoplasma o en el núcleo celular, Diablo se une a proteínas 

inhibidoras de caspasas (IAPs) facilitando la degradación de los sustratos de las caspasas 

efectoras (Verhagen et al. 2000). Se ha observado que la carencia, tanto de gonadotrofinas 

como andrógenos, causa un aumento en la expresión de Diablo y su translocación al 

citoplasma en espermatocitos (Vera et al. 2006). Además, la exposición a ciertos metabolitos 

de ftalatos como MEHP induce, vía disminución de PI3K/Akt e incrementos de NF-kB, 

apoptosis de células germinales por un incremento de Diablo (Rogers et al. 2008).  
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Los análisis in sílico determinaron que de los 8 miRNAs que disminuyen su expresión, 5 de 

ellos (miR-20b-5p, miR-382-5p, miR-3085-3p, miR-18a-5p, miR-1981-5p) pueden controlar la 

expresión del transcrito para Diablo (Tabla 17). Esta asociación predice con una mayor 

probabilidad un aumento de esta proteína vía pérdida del control pos-transcripcional por los 

miRNAs disminuidos en su expresión. 

A continuación, podemos señalar que, la sub-unidad beta tipo 4 del proteosoma (Psmb4), fue 

otra proteína que mostro altos niveles de expresión en los testículos de ratones expuestos a la 

Mezcla de PEs (Figura 44, Tabla 16). Esta proteína colocaliza con caspasa 3 activa y está 

encargada de regular el ensamblaje del proteosoma y la degradación de proteínas (Hirano et al. 

2008). Junto con ello, sus altos niveles se correlacionan con la disminución de proteínas como 

Pdia3 y Cct2, que favorecen la generación de fallos en el plegamiento de las proteínas. 

El mRNA de Psmb4 es diana de miR-15b-5p y miR-20b-5p, cuyos niveles de expresión se 

encuentran disminuidos después de la exposición a la Mezcla de PEs (Figura 34, Tabla 15). 

La correlación inversa entre el aumento de Psmb4 y la disminución de miR-15b-5p y miR-20b-

5b (Tabla 17), podría sugerir la participación de estos miRNAs desregulados por la Mezcla de 

PEs en los procesos de degradación de proteínas que acompaña a la apoptosis de células 

germinales.  

En tercer lugar mencionamos al factor eucariótico iniciador de la traducción 4e (Eif4e), el cual 

forma parte del complejo EIF4F, que interactúa con los mRNAs facilitando su reclutamiento 

por la sub-unidad 43S del ribosoma, para su traducción. Entre los mecanismos de regulación 

de Eif4e, están principalmente las vías de señales PI3K/Akt, mTOR, y Ras/MAPK.  

La sobre-expresión de Eif4e, es una características común en diversos tipos de cáncer, 

(Siddiqui & Sonenberg 2015). Sin embargo, el trabajo de López-Casas y colaboradores, 
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siguiendo un modelo de exposición crónica a MEHP y otros PEs (el cual sirvió de referencia 

para nuestro trabajo) encontró que, dependiendo del PEs y del periodo de exposición había  

cambios en la expresión de los transcritos del complejo EIF4F incluyendo Eif4e (López-Casas 

et al. 2012). Estos datos junto con los mostrados en esta tesis doctoral confirmarían que, esta 

proteína estaría respondiendo a la exposición a tóxicos medioambientales tanto 

individualmente o como mezcla. Probablemente, para favorecer la traducción de proteínas 

involucradas en las respuesta a estrés y a muerte celular (c).  

Además, tal como lo señalado (en levaduras) por Ptushkina y colaboradores, se sugiere que la 

sobre-expresión de Eif4e, puede ser la respuesta celular para hacer frente a eventos de estrés y 

aumentar la traducción de proteínas específicas (Ptushkina et al. 2004). Los datos revelaron 

que el aumento de Eif4e, podría ser en parte consecuencia de la perdida de varios miRNAs 

que controlan de forma pos-transcripcional su expresión, como los identificados: miR-15b-5p, 

miR-20b-5p, miR-378b, miR-1981-5p, miR18a-5p, miR-382-5p (Figura 34-Tablas 15 y 17). 

Lo antes señalado, es la primera observación donde se sugiere una disminución de miRNAs 

que controlan la expresión de factores de iniciación de la traducción como Eif4e que 

aumentarían en respuesta a estrés. Lo cual sería un mecanismo previo a la generación de 

eventos de muerte celular inducidos por la exposición a PEs. 

Del mismo modo, podemos mencionar otras proteínas cuyos aumentos de acumulación se 

correlacionan con la apoptosis de células germinales y con los miRNAs alterados; por 

ejemplo:  

Hint1, que dirige un aumento de prostaglandinas y ceramidas (Gulbins 2003) y que es diana de 

miR-1291. 
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Ivd, que se ha reportado en respuesta a una sobrecarga de lípidos, induce una elevada β-

oxidación de los ácidos grasos libres, lo cual podría inducir estrés en la mitocondria e 

incrementos en la producción de ROS (Tumova et al. 2015) y es diana de miR-15b-5p, miR-

378b, miR-3085-3p, miR-1981-3p, miR-382-5p. 

Pgam1, que es una importante enzima en la vía glicolítica, se ha encontrado disminuida en 

modelos de ratón con falla espermatogénica y asociada con la proliferación, migración y 

apoptosis de células germinales (Zhang S, et al 2015), a su vez es diana de miR-15b-5p, miR-

378b, miR-3085-3p, miR-1981-3p, miR-382-5p  

Finalmente, una reciente investigación sobre la actividad enzimática de Cndp2 en el 

metaboloma celular, ha señalado que puede degradar lactato a sus metabolitos N-lactoil-

aminoácidos (N-lac-Phe) (Jansen et al. 2015). Datos de nuestro laboratorio, señalan que 

lactato es el principal sustrato para la producción de ATP y un factor de supervivencia de los 

espermatocitos (Bustamante-Marín et al. 2012). Aunque, se desconoce la función de los 

metabolitos de lactato, se podría sugerir que la degradación de lactato vía actividad enzimática 

de Cndp2 podría ser un nuevo mecanismo que influencia la apoptosis de células germinales. 

Los análisis señalaron que el aumento en la expresión de Cndp2 estaría asociado a la pérdida 

del control pos-transcripcional mediado por miR-15b-5p, miR-378b y miR-3085-3p cuyos 

niveles de expresión están disminuidos. 

En conclusión, estos datos reunidos son el primer reporte que involucra la participación 

conjunta de miRNAs específicos, como el miR-34b-5p, miR-7686-5p, miR-20b-5p, miR-382-

5p, miR-3085-3p, miR-378b, miR-18a-5p, miR-1981-5p, miR-15b-5p y miR-1291 en múltiples 

mecanismos de apoptosis de células germinales, inducidos por la exposición a mezclas de 
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ftalatos y alquifenoles, a través de la pérdida o activación del control postranscripcional de 

varias proteínas pro y anti-apoptoticas (Figura 49). 
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Figura 49.- Mecanismos propuestos para la inducción de apoptosis en células germinales 

por la exposición a mezclas de PEs, asociado con cambios en la expresión de miRNAs y  

mRNAs dianas  

 

Se obvia la participación de miR-34b-5p, por detallársela en la figura anterior. Color rojo 

indica aumento en la expresión y verde indica disminución de la expresión. 
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Alcance de nuestro estudio 

El factor masculino es responsable del 50% de los casos de infertilidad en humanos. Dentro de 

los pacientes diagnosticados azoospermicos no obstructivos (NOA) con falla espermatogénica 

primaria, se estima que en la mitad de ellos no es posible identificar la causa de su infertilidad 

(Irvine DS. 2015). Sin embargo, se ha asociado la etiología de la falla espermatogénica 

primaria con la exposición a perturbadores endocrinos como factor responsable de las 

alteraciones testiculares, e inclusive se ha relacionado de forma inversa la presencia de estos 

compuestos a la concentración y motilidad espermatica en NOA (Kranvogl et al. 2014). 

Los hombres que padecen NOA han mostrado una disminución relativa de la relación sérica 

de testosterona a hormona luteinizante y altos niveles de 17β-estradiol (Lardone et al. 2013). 

Al mismo tiempo, se ha reportado la participación de cambios en la expresion de multiples 

genes involucrados en la apoptosis de células germinales (Tripathi et al. 2009; Yu & Huang 

2015) y cambios en la expresión de genes encargados de la regulación de la síntesis de 

hormonas esteroidales, por ejemplo una disminución en la expresión de LXRα/β (Ronandino 

et al 2014). Cabe señalar que en esta tesis doctoral se encontró en los testículos de los 

animales expuestos a la Mezcla de PEs, un aumento de los niveles de 17β-estradiol y cambios 

en la expresión de varios de los transcritos de dichos gene relativos a la apoptosis y a la 

síntesis hormonal como Lxr-β. De igual forma en pacientes NOA también se han encontrado 

cambios en la expresión de los mismos miRNAs (Abu-Halima et al. 2014a; Zhuang X. et al 

2015) reportados por nosotros en los animales expuestos a la Mezcla de PEs.  
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Por ello, el alcance de nuestro trabajo radica en la posibilidad de conectar las alteraciones que 

podrian inducir infertilidad masculina, principalmente la disminucion de estradiol 

intratesticular y la apoptosis de células germinales con la exposición a mezclas de flalatos y 

alquilfenoles, brindando como posible mecanismos la desregulación de miRNAs testiculares 

que controlan la expresión de genes involucrados en los procesos antes señalados, lo cual 

brinda la posibilidad de establecer a los miRNAs como una terapia farmacológica especifica y 

eficaz para ciertos tipos de fallas testiculares primarias. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS: 

 

 

La presente tesis doctoral, nos ha permitido resumir las siguientes conclusiones: 

 La exposición crónica a una mezcla definida de ftalatos y alquifenoles en dosis 

equivalentes a los niveles de exposición en humanos, tiene efectos de perturbador 

endocrino en ratones machos, que se ven reflejados en alteraciones moleculares, 

histológicas y funcionales en los testículos. El principal efecto como perturbador 

endocrino es la disminución de los niveles intratesticulares de estradiol, por mecanismos 

que implican la desregulación en la expresión de enzimas de la vía esteroidogénica, en 

especial la disminución de aromatasa. 

 La exposición crónica a una mezcla de ftalatos y alquifenoles induce una sobreexpresión 

a nivel de mRNA, de las enzimas implicadas en los mecanismos de biogénesis (Drosha), 

edición (Adar-1S) y estabilidad de miRNAs (Tut-4). 

 Pequeños cambios en el miRNoma, inducidos por la exposición a la mezcla de ftalatos y 

alquifenoles. Principalmente un aumento de miR-34b-5p y una disminución de miR-15b-

5p y miR-18a-5p, implicados en la fisiología testicular y amplificada por la participación 

de sus variantes o isomiRs, estarían afectando importantes procesos biológicos y 

asociándose con un fenotipo alterado en el testículo de ratón. 

 miR-18a-5p estaría relacionado con la disminución en la producción de estradiol 

inducida por la exposición a mezclas de ftalatos y alquifenoles, a través de un circuito 

regulatorio en el cual la disminución de miR-18a-5p, influiría por pérdida del control 
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pos-transcripcional en el aumento de la expresión de LxR-β; lo que aumentaría la 

expresión de Star y Cyp17a1 y regularía negativamente la expresión de aromatasa. 

 miR-34b-5p al regular la expresión de genes involucrados en la supervivencia celular, 

podría ser un efector clave de la apoptosis de células germinales, inducida por la 

exposición a mezclas de ftalatos y alquifenoles. Además la disminución en la expresión 

de miR-1291, miR-15b-5p, miR-20a-5p, miR-378b, miR-3085-3p, miR-1981 y miR-382, 

parecería relacionarse con en el aumento de apoptosis de células germinales, mediante 

mecanismos donde su ausencia induciría una sobre-expresión de proteínas como: 

Diablo, Psbm4, Eif4e, Hint1, Ivd y Cdnp2, que dirigen la apoptosis en células 

testiculares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



156 
 
 

PERSPECTIVAS FUTURAS EN EL ESTUDIO DEL EFECTO DE LA EXPOSICIÓN A 

PEs Y SUS MEZCLAS SOBRE LA SALUD HUMANA. 

 

 

Cada vez se hace más evidente el efecto reprotoxico de la exposición a los PEs. Es más, los 

datos epidemiológicos junto con los resultados de esta tesis sugieren aumentar los estudios de 

los efectos de mezclas de PEs al exposoma en humanos. Analizando al mismo tiempo las 

alteraciones en varios periodos como: la etapa postnatal, la infancia, la pubertad y la 

senescencia, tanto en machos como en hembras y relacionar los resultados encontrados con 

patologías reproductivas, efectos en otros sistemas y diversos tipos de patologías como cáncer. 

Además se debería profundizar en los efectos de la exposición a mezclas de ftalatos y 

alquifenoles sobre células somáticas y células germinales aisladas, especialmente el efecto 

directo sobre los espermatozoides, ovocitos y cigoto mediante aproximaciones experimentales 

in vitro e in vivo, que puedan establecer el riesgo real de la exposición a estos compuestos 

sobre la fertilidad. 

Por otro lado, se debería profundizar más en el papel del estradiol sobre la fisiología testicular, 

junto con el efecto real de la exposición a diferentes mezclas de PEs sobre la síntesis de los 

estrógenos, evaluándolo a nivel testicular. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS AL ESTUDIO DE miRNAs Y SU PARTICIPACIÓN EN 

LOS EFECTOS DE LA EXPOSICIÓN A MEZCLAS DE PEs  

 

 

La participación de los miRNAs e isomiRs desregulados por la exposición a ftalatos y 

alquifenoles y asociados con los cambios de expresión en transcritos y proteínas que regulan la 

síntesis de estradiol y la apoptosis de células germinales, deberá ser validada por ensayos in 

vitro o in vivo, para establecer la certeza biológica de las diferentes proposiciones planteadas.  

 En esta tesis, se inicio el estudio de la regulación y función de los miRNAs en la exposición a 

una mezcla definida de PEs. Sin embargo, se debería continuar estudiando la función de sus 

variantes o isomiRs, como potenciadores y modificadores de la actividad de miRNAs, en la 

fisiología testicular y en el daño inducido por la exposición a PEs u otros tóxicos 

medioambientales; además de su posible uso en terapias génicas o como bio-marcadores. 

Además, futuras investigaciones podrían direccionar sus esfuerzos para dilucidar la 

participación de miRNAs de nueva predicción, y otros RNA no-codificantes como: pi-RNAs, 

endo-siRNAs, circ-RNAs, snoRNAs, lncRNAs etc. Tanto en la fisiología reproductiva como 

en las patologías asociadas a la exposición a PEs y otros tóxicos medioambientales.  

Finalmente, se sugiere para la continuidad de este trabajo así como en futuros trabajos 

relacionados, el estudio combinado de varias aproximaciones “omicas” (ampliando algunas de 

las planteadas conjuntamente en esta tesis), que puedan establecer conclusiones integradas a 

nivel de sistemas biológicos, y que nos permitan entender en su conjunto como se están 

alterando los procesos en un sistema funcional definido, como por ejemplo gametogénesis y 

sus consecuencias sobre la reproducción.   
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Figura 19.- LA exposición crónica a fáltalos, alquifenoles y su mezcla induce cambios 

en la progresión de la espermatogénesis. 

Frecuencia de cada estadio de la espermatogénesis. En testículos de ratones de los animales 

control, expuestos a DEHP, DBP, BBP (0,3 mg/Kg/día), NP, OP (0,05 mg/Kg/día) y a la 

Mezcla de PEs respectivamente. Cada barra es el promedio ± E.S de 100 túbulos 

seminíferos clasificados según su estadio observado, n> 3, ANOVA, post test Dunnett, * 

p<0,05, ND= Túbulo seminífero con estadio no determinado.   
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DEHP DBP BBP NP OP Mezcla 

Sp1 

  

 

- - 
 

Star - 
 

- - 
 

 

Cyp11a1 - 
 

- - 
 

 

Cyp17a1 - - -  -  

3β-Hsd - 

 

-  

 - 

Cyp19a1  
 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 10.- Resumen del efecto de la exposición a perturbadores endocrinos o a su 

mezcla, sobre los niveles de mRNAs implicados en la síntesis de estradiol. 
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Figura 29.- Análisis de Sistemas predice miRNAs que podrían regular genes de la vía esteroidogénica  



162 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32.- Perfil de expresión global de los miRNAs detectados en las genotecas 

Control y Mezcla de PEs, datos normalizados por DESeq. 
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Figura 35.- Localización por cromosoma de los miRNAs diferencialmente expresados 

por la exposición a Mezclas de PEs.  

Ensembl (GRCm38), cariotipo de ratón. miRNAs en rojo están sobre-expresados y 

miRNAs en verde esta disminuidos. 
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Familia Cluster miRNA 

Control Mezcla de PEs 

Tasa de 

cambio 

(Log2) 

valor-p  
No. de 

moléculas 

secuenciadas  

% de 

moléculas 

secuenciadas  

No. de 

moléculas 

secuenciadas  

% de 

moléculas 

secuenciadas  

miR-17  

miR-17~92 

miR-17-3p 76 0,0147 60 0,0112 -0,3459 ns  

miR-17-5p 1760 0,3415 1339 0,2505 -0,3949 ns  

miR-18a-3p 13 0,0025 11 0,0021 -0,2989 ns  

miR-18a-5p 205 0,0398 140 0,0262 -0,5548 0,0481 

miR-19a-3p 366 0,0710 358 0,0670 -0,0285 ns  

miR-20a-5p 4850 0,9411 3920 0,7333 -0,3070 ns  

miR-92a-1-5p 41 0,0080 39 0,0073 -0,0634 ns  

miR-

106a~363  

miR-106a-5p 8 0,0016 10 0,0019 0,1866 ns  

miR-20b-5p 23 0,0045 10 0,0019 -1,2874 0,0500 

miR-19b-3p 1065 0,2067 926 0,1732 -0,2016 ns  

miR-92a-3p 5564 1,0796 5178 0,9686 -0,1038 ns  

miR-363-3p 7 0,0014 6 0,0011 -0,2285 ns  

miR-

106b~25  

miR-106b-3p 425 0,0825 380 0,0711 -0,1611 ns  

miR-106b-5p 169 0,0328 134 0,0251 -0,3280 ns  

miR-93-3p 20 0,0039 12 0,0022 -0,7463 ns  

miR-93-5p 2574 0,4995 2061 0,3855 -0,3207 ns  

miR-25-3p 3071 0,5959 2329 0,4357 -0,3991 ns  

miR-25-5p 32 0,0062 30 0,0056 -0,0935 ns  

 

Tabla 14. Análisis de la expresión de los miRNAs de la familia Mir-17 en las genotecas de secuenciación. 
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Tipo Identificador 

Control Mezcla de PEs Tasa de 

cambio 

(Log2) 

valor-p 
Expresión 

diferencial 
No. de 

secuencias 

% de 

secuencias 

No. de 

secuencias 

% de 

secuencias 

Pre-miRNA mmu-miR-34b 12835 2,3903 18182 3,7084 0,5025 0,0226 Aumentada 

Pre-miRNA mmu-miR-1981 348 0,0648 185 0,0377 -0,9134 0,0004 Disminuida 

Pre-miRNA mmu-miR-15b 1211 0,2256 822 0,1676 -0,5599 0,0096 Disminuida 

Pre-miRNA mmu-miR-1291 28 0,0052 10 0,0020 -1,5419 0,0124 Disminuida 

Pre-miRNA mmu-miR-378b 26 0,0049 9 0,0017 -1,6123 0,0131 Disminuida 

miRNA mmu-miR-7686-5p 4 0,0007 19 0,0038 2,3565 0,0059 Aumentada 

miRNA mmu-miR-34b-5p 10497 1,8976 15875 3,1490 0,5968 0,0130 Aumentada 

miRNA mmu-miR-18ª-5p 205 0,0371 140 0,0277 -0,5548 0,0481 Disminuida 

miRNA mmu-miR-15b-5p 1190 0,2152 804 0,1596 -0,5656 0,0115 Disminuida 

miRNA mmu-miR-1981-5p 320 0,0578 157 0,0311 -1,0274 0,0001 Disminuida 

miRNA mmu-miR-382-5p 27 0,0049 12 0,0023 -1,2120 0,0449 Disminuida 

miRNA mmu-miR-20b-5p 23 0,0042 10 0,0019 -1,2874 0,0500 Disminuida 

miRNA mmu-miR-1291 26 0,0047 10 0,0019 -1,4509 0,0227 Disminuida 

miRNA mmu-miR-378b 26 0,0047 9 0,0017 -1,6208 0,0130 Disminuida 

miRNA mmu-miR-3085-3p 13 0,0024 2 0,0004 -2,6208 0,0210 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-21a-5p_C 1 0,0003 10 0,0032 3,3219 0,0226 Aumentada 

isomiRs mmu-miR-202-5p_GA 2 0,0006 14 0,0045 2,8074 0,0131 Aumentada 

isomiRs mmu-miR-743b-5p_CA 7 0,0020 22 0,0070 1,6521 0,0380 Aumentada 

Tabla 15.- Lista completa de las poblaciones de miRNAs (precursores, canónicos e isomiRs) diferencialmente 

expresados. 

Expresión de pre-miRNAs, miRNAs e isomiRs en testículos de ratones expuestos de forma crónica a la Mezcla de PEs 

comparados con los controles. Datos obtenidos por sncRNA-Seq y normalizados por DESeq, escala Log2, *: p<0,05. 
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isomiRs mmu-miR-743b-5p_UCA 8 0,0022 24 0,0077 1,5850 0,0379 Aumentada 

isomiRs mmu-miR-18ª-5p_A 104 0,0292 52 0,0166 -1,0000 0,0362 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-30c-5p 96 0,0270 48 0,0153 -1,0000 0,0392 Disminuida 

isomiRs Mmu-miR-878-3p_U 392 0,1102 194 0,0620 -1,0148 0,0107 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-883b-3p_A 63 0,0177 30 0,0096 -1,0704 0,0457 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-23a-3p_AA 92 0,0259 43 0,0137 -1,0973 0,0258 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-878-5p 59 0,0166 27 0,0086 -1,1278 0,0392 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-375-3p_AA 43 0,0121 19 0,0061 -1,1783 0,0495 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-547-3p_ 108 0,0304 47 0,0150 -1,2003 0,0124 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-10b-5p_CA 21 0,0059 49 0,0157 1,2224 0,0349 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-501-3p_A 42 0,0118 18 0,0058 -1,2224 0,0438 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-465a-5p_CA 25 0,0070 60 0,0192 1,2630 0,0218 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-106b-3p_A 54 0,0152 22 0,0070 -1,2955 0,0225 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-106b-5p_AA 33 0,0093 13 0,0042 -1,3440 0,0426 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-103-3p_GA 27 0,0076 10 0,0032 -1,4330 0,0460 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-379-5p_AA 25 0,0070 9 0,0029 -1,4739 0,0472 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-497a-5p_UA 26 0,0073 9 0,0029 -1,5305 0,0375 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-339-5p 41 0,0115 13 0,0042 -1,6571 0,0092 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-7217-3p_U 19 0,0053 6 0,0019 -1,6630 0,0497 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-883a-3p_AA 20 0,0056 6 0,0019 -1,7370 0,0378 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-320-3p_AAA 15 0,0042 4 0,0013 -1,9069 0,0492 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-15b-5p_AA 27 0,0076 7 0,0022 -1,9475 0,0104 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-871-5p_UUA 13 0,0037 3 0,0010 -2,1155 0,0472 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-148b-3p_AA 14 0,0039 3 0,0010 -2,2224 0,0331 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-1981-5p_A 26 0,0073 5 0,0016 -2,3785 0,0035 Disminuida 

isomiRs mmu-let-7c-5p_AAA 11 0,0031 2 0,0006 -2,4594 0,0433 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-741-3p_AUA 11 0,0031 2 0,0006 -2,4594 0,0433 Disminuida 
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isomiRs mmu-miR-18a-5p_AA 12 0,0034 2 0,0006 -2,5850 0,0289 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-500-3p_U 12 0,0034 2 0,0006 -2,5850 0,0289 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-20b-5p_A 12 0,0034 2 0,0006 -2,5850 0,0289 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-760-3p_GA 10 0,0028 1 0,0003 -3,3219 0,0226 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-3085-3p_UA 11 0,0031 1 0,0003 -3,4594 0,0143 Disminuida 

isomiRs mmu-miR-425-3p_CA 13 0,0037 1 0,0003 -3,7004 0,0058 Disminuida 
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Figura 41. – Los miRNAs diferencialmente expresados están potencialmente 

involucrados en patologías.   

A) Análisis de principales patologías asociadas a los miRNAs que cambian su expresión en 

testículos de ratones de los animales tratados con la mezcla de PEs comparados con el grupo 

control. Análisis por IPA, p<0,05. 
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Figura 44.- La Exposición a la Mezcla de PEs induce cambios en el proteoma del 

testículo de ratón adulto (1).  

Proteínas que aumentan su expresión. Cada barra representa los niveles relativos de 

expresión obtenidos por el análisis realizado en software PDQuest, test de regresión lineal 

(LOESS). Imágenes obtenidas de los geles bidimensionales teñidos. 
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Figura 45.- La Exposición a la Mezcla de PEs induce cambios en el proteoma del 

testículo de ratón adulto (2)  

Proteínas que disminuyen su expresión. Cada barra representa los niveles relativos de 

expresión obtenidos por el análisis realizado en software PDQuest, test de regresión lineal 

(LOESS). Imágenes obtenidas de los geles bidimensionales teñidos. 
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Figura 46.- Análisis de redes muestra la participación de la sobre-expresión de Drosha 

en la activación de proteínas o miRNAs implicados en enfermedades reproductivas.  

Análisis por IPA, proteínas o miRNAs con color morado se señalan implicadas en 

patologías reproductivas en machos. 
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