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Los efectos adversos de los contaminantes
ambientales sobre la salud reproductiva estan bien
documentados'. Numerosas publicaciones indican
una relacién causal entre la alteracion endocrina por
productos quimicos contaminantes medioambientales
y el riesgo de sufrir patologias tales como infertilidad y
cancer. Los alteradores endocrinos (DE) puede alterar
la homeostasis de los organismos vivos modificando
el equilibrio hormonal y alterando los patrones
normales de regulaciéon génica durante el desarrollo
y la diferenciacién celular. Consecuentemente, tanto
el desarrollo gonadal como su funcionalidad puede
ser afectada por la exposicion a DE especificos o sus
mezclas. Los mecanismos moleculares implicados en la
accién de estos reprotdxicos son complejos y no estan
bien caracterizados. Estos compuestos pueden alterar
la interaccion entre los mecanismos de regulacion
génica en redes funcionales a nivel celular y sistémico,
especialmente durante momentos criticos del desarrollo
embrionario®. Recientes estudios, sefalan efectos
transgeneracionales causados por la exposicion a DE por
medio de mecanismos epigenéticos.

El desarrollo y la funciéon testicular han sido
identificados claramente como diana importante en
la accién de los DE. Un cldsico, aunque controvertido
estudio® sefala la disminucién global, en los ultimos
cincuenta anos, de la calidad espermdtica humana.
A ello parece asociarse otras entidades patolégicas
relacionadas en el denominado “Sindrome de Disgenesia
Testicular” definido por el grupo de Niels Skakkebaek,
como son: hipospadias, criptorquidia, recuentos bajos
de espermatozoides y tumores testiculares®.

El desarrollo testiculary la espermatogénesis implican
complejos procesos de proliferacion, diferenciacion,
interacciones celulares y cambios morfogenéticos para
generar células altamente diferenciadas y haploides,
como son los espermatozoides. El caracter exclusivo de
algunosde estos procesos requiere un control coordinado
y complejo de expresion génica. Aunque con diferencias
temporales, los rasgos basicos y la diferenciacion
espermatogénica tanto a nivel celular y molecular, asi
como la progresion del desarrollo, son son similares entre
los mamiferos, incluyendo humanos. Ello permite hacer
predicciones sobre patologia humana usando modelos

animales. Se ha estimado que aproximadamente el 4
% del genoma del ratén, lo que representa por encima
de 2300 genes, se expresa especificamente en testiculo
(Schultz et al., 2003). A ello hay que afnadir las multiples
formas alternativas de regulacién post-transcripcional de
mRNAs muy frecuentes en espermatogénesis asi como
nuevasy complejas vias de regulacion postranscripcional
mediada por microRNAs®®.

La funcionalidad gonadal en el adulto viene
condicionada por el correcto desarrollo y diferenciacién
durante la embriogénesis, tanto de las células germinales
como de las somdticas que conforman la goénada.
Durante los primeros estadios de la embriogénesis
sefales hormonales y genéticas determinan el destino
y la diferenciacién sexual de las génadas. En mamiferos,
las células primordiales germinales (primordial
germ cells, PGC) son los precursores embrionarios
de las células germinales femeninas y masculinas).
Su determinacién celular se produce en ratén a los
6,5 dias postfertilizacion, y alrededor de la tercera
semana de gestacion en humanos’®. Las PGC migran
dentro de las crestas gonadales en desarrollo donde
se diferencian en células germinales masculinas o
femeninas, posteriormente a la proliferacion, entran
en quiescencia en el primer caso y en meiosis en el
segundo. Obviamente, cambios en el complejo patron
de expresion génica, capaces de controlar estos procesos,
conllevan alteraciones funcionales de la gonada. Claros
ejemplos del posible origen embrionario de patologias
gonadales son algunos tipos de tumores testiculares de
células germinales'. La similitud entre los patrones de
expresion génica de las PGC y las células neoplésicas de
tumores testiculares son indicadores del posible origen
fetal de los tipos mas frecuentes de tumores de testiculo
detectados'. En consecuencia, algunas alteraciones de
los patrones normales de la expresidon de genes claves
en la diferenciacion de PGC pueden ser inducidos por
elementos exdgenos, como los DE. La accién de los
DE en estos periodos criticos del desarrollo, provocan
desequilibrios latentes capaces de manifestarse en
la vida adulta. Asi pues, la existencia de periodos de
alto riesgo durante el desarrollo, desregulaciéon génica
inducida y manifestacion en células y tejidos diana, son
caracteristicas que encajan con los efectos ampliamente
planteados de los DE.
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El andlisis de alteraciones del transcriptoma por la
exposicion a DE se ha llevado a cabo tanto in vitro como
in vivo en modelos de ratén. Asi, la desregulacion de
AKT, una quinasa critica en la proliferaciéon de PGC, fue
detectada en ensayos in vitro de PGC expuestos tanto
a lindano™ como a estradiol™. Igualmente, mediante
genotecas de cDNA y andlisis de expresion diferencial en
PGC expuestas in vitro a algunos reprotéxicos, incluyendo
DE, pudimos comprobar que la mayoria de los genes
desregulados codifican proteinas implicadas en vias
basicas para la supervivencia celular: cadena respiratoria,
el estrés oxidativo, proteinas ribosémicas, metabolismo
celulary factores de traduccién™.

Multiples trabajos han descrito la desregulacion de
la expresién de genes especificos en testiculo como
consecuencia de la exposicion a DE. Sin embargo, el
uso de microarrays y secuenciacion masiva de RNA
estan dando una visién mas global del efecto a nivel
transcripcional de estos compuestos, su relacién con
dosis y estadios del desarrollo durante su exposicidn.
Asi, tras suministrar vinclozolina, un conocido pesticida
con efectos antiandrogénicos, a madres gestantes (13-
16 dias de gestacion) se detecté una desregulacion de
la expresién de mas de 500 genes'. Recientemente,
nosotros hemos llevado a cabo un estudio comparativo
en modelos murinos del efecto de diferentes DEs sobre
la expresién génica en el desarrollo testicular, evaluando
tipo de compuesto, dosis y diferentes periodos de
desarrollo de la exposicion'. Analizamos para ello cinco
compuestos considerados como DE: 17 beta-estradiol
(E2), como un estrégeno natural; lindano, como uno de
los pesticidas sintéticos mas antiguos; mono-(2-etilhexil)
ftalato de (MEHP) como metabolito activo del DEHP,
el conocido bisfenol A (BPA) y zearalenona (ZEA) una
micotoxina estrogénica no esteroidea. En la exposicién
por via oral se incluyeron tres tipos de exposicion: i)
en el primero de los grupos de estudio las madres se
expusieron dos semanas antes del apareamiento, ii)
en el segundo grupo se suministraron los compuestos
también durante el embarazo vy iii) tras el parto, el
Ultimo de los grupos de estudio estaba compuesto
por las crias de las madres tratadas; dichas crias fueron
expuestas cuatro semanas mas a partir de su nacimiento.
Se incluyeron en el estudio tres dosis diferentes para
cada compuesto. Lo que implica el analisis conjunto
de 45 condiciones diferentes. Sobre el andlisis de todo
el transcriptoma de ratén (correspondiente a 24 878
genes) pudimos detectar en testiculo de animales
adultos la desregulaciéon de al menos 2670 genes. Entre
las redes funcionales de interaccion génica detectamos
como las mas relevantes aquellas implicadas en: cancer,
desarrollo y trastornos del sistema endocrino. Si bien
los patrones de desregulacion fueron diferentes para
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distintos ED, dos compuestos: MEHP y ZEA, mostraron
patrones de desregulacion génica especifica. Tales
patrones eran independientes de la concentracién de
la sustancia toéxica o el periodo de desarrollo durante el
cual ocurrio la exposicién. Estos resultados sugieren que
los mecanismos de accion a nivel de la desregulacién
de la expresidon génica se produjeron en las primeras
etapas de desarrollo. Es mas, el grupo experimental de
ratones en los que solo fue expuesta la madre, en un
periodo anterior a la fecundacién, presentaba patrones
de desregulacién equivalentes a los observados en los
animales cuya exposicion habia sido mas prolongada. La
acumulacién materna de los DE y/o efectos epigenéticos
podrian explicar el patrén de expresiéon génica alterado
que se observa en los testiculos de los animales adultos.

En ese sentido, actualmente estamos llevando a cabo
el desarrollo experimental del efecto transgeneracional
de DEs, comolavinclozolina, enlos que ya previamente se
habia detectado un efecto fenotipico transgeneracional
mediado por modificaciones epigenéticas'®'’. Nuestro
trabajo se estd centrando tanto en la desregulacion
de genes especificos implicados en el desarrollo
y diferenciacion de células germinales en etapas
embrionarias y su expresion en testiculo adulto, como
en reguladores negativos postranscripcionales tales
como los microRNAs. Estudios recientes indican de que
dos conocidos DE como son el DDT y el BPA alteran el
patrén de expresion de multiples miRNAs en lineas
celulares humanas, incluyendo hsa-miR-21, regulado por
estrégenos y considerado como onco-miR en el cancer
de mama'®. El analisis en tres generaciones del efecto
de vinclozolina se discutira también como presentacion
especifica.
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