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Bueno, ya es hora de escribir la Gltima parte de la tesis que viene a ser lo
primero que se lee (y a veces lo Unico). Primero de todo quiero decir que yo estoy
hoy aqui por un cimulo de casualidades, ya que me inscribi al master que luego
me abrié las puertas del doctorado (y posteriormente las de mi vida laboral) el
ultimo dia de inscripcion, cuando soélo restaba media hora para cerrar el rectorado.
Unos dias antes ya me habia inscrito en otros 3... Ademas, no me seleccionaron en
la primera ronda y me llamaron ya en septiembre, a una semana de comenzar el
curso. Cuando me llamaron para decirme que estaba aceptada en el master, ya me
habian aceptado de otros y mucho mas baratos, de modo que les dije que me
dieran unos minutos para comentarlo con mi familia, ya que supondria que me
tendrian que ayudar econémicamente.

Llamé a mi madre y le expliqué la situacion, yo no queria que se metieran en
un dinero que luego les iba a hacer falta, ya que yo sélo disponia de la mitad de lo
que costaba el master... Mi madre me dijo que hiciera lo que yo quisiera y que
pensara en mi futuro... Si pensaba en mi futuro tenia que aceptar, y si pensaba en
la situacién econdmica (trabajaba vendiendo gas natural de puerta en puerta y vivia
alquilada), rechazarlo... Como no queria ser una carga, decidi no aceptar y cuando
estaba marcando el teléfono para decir que no, me llamoé mi madre al mévil y me
dijo que aceptara, que ya nos apafiariamos, que ese master era el que mas me
gustaba y el que mas futuro podria tener de todos los que me habia inscrito... Asi
que con el permiso de mis directores de tesis... el primer agradecimiento es para mi
maméa: GRACIAS MAMA, POR AYUDARME, ACONSEJARME, APOYARME, POR
TODO. Porque gran parte de lo que soy y de lo que tengo es gracias a ti. Te quiero.

Gracias a los doctores Marcos Meseguer y Nicolas Garrido, mis dos
estupendos y geniales directores de tesis, por sacar todo lo bueno que habia en mi
(y lo malo también). Ha sido un placer estar con vosotros, aunque ha habido
momentos malos, los buenos son mas y mejores, por lo que el balance es
inmejorable. Gracias por darme la oportunidad de investigar, de hacer algo muy
bonito y de dedicarme a lo que estudié y me apasiona, la biologia. Hoy por hoy, y a
toro pasado, me doy cuenta de lo afortunada y privilegiada que soy y eso es en
gran parte, gracias a vosotros. Ademas, hacer una tesis y tener siempre a mano a
tus directores, no tiene precio.

Gracias a toda la gente que me ha ayudado a lo largo de estos 5 afios, me
llevo un recuerdo precioso de los 3 primeros que pasé en el IVl y de los posteriores
ya en iGenomix e IVIOMICS... Todos los me que conocéis sabéis que he reido (una
barbaridad), disfrutado, aprendido, llorado (mucho), pataleado (bastante), rabiado...
pero todos esos sentimientos y estados de animo han conformado un
conglomerado de experiencia vital genial.



Y aunque no quiero que esto se parezca a un discurso de agradecimiento de
los Oscar de Hollywood, alla voy...

Gracias a José Antonio (PpAn), mi antecesor en el puesto becario por
introducirme en el “destelleante” mundo de las “lucecicas” de colores, Jos6n por
adoptarme y por todas esas interminables tardes de cervezas, a Lala y Virginia,
compafieras de tesis, por todas esas sesiones de sonrisas y lagrimas, a todos mis
compafieros del laboratorio de andrologia, en especial a Yolanda, porque me ayudé
a comprender que no me estaba volviendo loca en un momento personal dificil (ya
sabes), a todos los técnicos de los laboratorios de FIV por soportar (en mayor o
menor medida) mis constantes llamadas al laboratorio, a Maria, mi “murcianica”
favorita por acogerme como una hermana, a Gus (el increible Hulk) también por
hacerme sentir como una mas, a TODOS mis compafieros de IVIOMICS, del
primero al Gltimo, por hacerme sentir muy arropada y como en casa en desde el
primer instante, a la Rubio por quedarse conmigo, a MC Martinez, mi segunda
“murcianica” favorita, por mostrarme esa vitalidad y optimismo infinitos y ese
incondicional amor al trabajo, y a todas las personas que en mayor o menor
medida, con sus acciones o actitudes (buenas o no, favorables o no) han
desencadenado, que hoy esté ante todos vosotros defendiendo mi tesis doctoral.

Gracias también a la Fundacién, donde se respira ciencia y dénde me
acogisteis con los brazos abiertos y me ayudasteis con la parte experimental, y de
nuevo gracias con mayusculas a la FUNDACION, por poner en mi camino al
hombre de mi vida.

Sebas, gracias por estar aqui, por animarme, por consolarme, por abrazarme
y darme fuerza, por hacerme saber lo que significa ver al Sol morirse de ganas y
ser mi perro verde, y sobre todo por quererme y haberme dado a la cosa mas
bonita del mundo, nuestra “fetita”, Alba. Te quiero, te necesito y te amo.

Gracias a todos mis amigos de siempre, a mi querido Comité de Crisis
(Carlos, Laura, Cris, Ruth, David...) por estar ahi siempre, 0os quiero muchisimo, a
mi amiga Sandra, que también sabe lo que cuesta una tesis, a Nieves, Isabel y
Vero, mis amigas con la sangre mas roja, a mis compafieros de facultad, a mis
amigas del pueblo...

Muchas gracias a toda familia en especial a mi madre M2 José, mi padre
Manolo (que todo hay que decir, no confiaba mucho en las posibilidades de la
carrera que escogi, aungue lo entiendo) y mi hermano Manuel, os adoro y quiero
mucho. También hoy me acuerdo de los que ya se fueron hace unos afios y que



hoy les hubiera gustado estar aqui apoyandome, mis abuelos Antonia, Concha y
Manolo, estéis donde estéis, nos acordamos mucho de vosotros.

Este es sélo el final de una etapa del que confio sea un largo viaje y espero
contar con todos vosotros para llegar a mi destino.

Me he dejado muchos nombres, perdonadme si alguno de vosotros cree que
deberia haber sido nombrado, probablemente tenga razén, pero para todos, los que
estais y para los que deberiais estar:

Déjame que pose para ti
eres ta mi artista preferida
déjame tenerte junto a mi
prometo estarte agradecido
prometo estarte agradecido.

Si fuera yo capaz de conseguir
tenerte alguna vez entretenida
hacerte por lo menos sonreir
prometo estarte agradecido
prometo estarte agradecido.

No te lo pienses mas

baja la guardia y mira atras
nadie te va a alcanzar

no tienes rival

no tienes rival.

Me paso el tiempo viéndote venir
y pasas a mi lado distraida

si dejas que camine tras de ti
prometo estarte agradecido
prometo estarte agradecido.

Te tengo tantas cosas que decir
y td como si no fuera contigo

la historia se repite y aun asi
prometo estarte agradecido
prometo estarte agradecido.

No te lo pienses mas
baja la guardia y mira atras



nadie te va a alcanzar
no tienes rival
no tienes rival.

No te lo pienses mas

baja la guardia y mira atras
nadie te va a alcanzar

no tienes rival

no tienes rival.

Déjame que pose para ti
eres ta mi artista preferida
déjame tenerte junto a mi
prometo estarte agradecido
prometo estarte agradecido
prometo estarte agradecido.

ROSENDO.
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ntroduccion

Se rompi6 la cadena que ataba el reloj a las horas,
se par6 el aguacero ahora somos flotando dos gotas,
agarrado un momento a la cola del viento me siento mejor,
me olvidé de poner en el suelo los pies y me siento mejor.

(Dulce Introduccion al Caos. La ley Innata. Extremoduro)
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Introduccion:

Hoy en dia se asume que la infertilidad afecta alrededor de un 8% de
las parejas en edad reproductiva, aunque este porcentaje varia segun
diferentes autores y la zona geogréfica objeto del estudio; situdndose alrededor
de un 15% en Europa (Benagiano et al., 2006, Sharlip et al., 2002, Thonneau et
al., 1991).

La infertilidad se define como la incapacidad de completar un embarazo
después de un tiempo razonable de relaciones sexuales sin medidas

anticonceptivas.

El concepto de tiempo razonable es discutible, la Sociedad Europea de
Reproduccién y Embriologia Humana (ESHRE, 1996) en sus recomendaciones,
menciona un plazo minimo de dos afios para conseguir una gestacién; si ésta
no ocurre después de ese tiempo, la pareja es considerada infértil. Aunque la
practica médica suele ser la de empezar a actuar tras un afio de haber
fracasado los intentos de embarazo, ademdas se deben tener en cuenta otros
factores que pueden hacer que ese plazo minimo se vea aun mas reducido,
como por ejemplo la edad, presencia de antecedentes de alteraciones que
afecten a la fertilidad (por ejemplo la endometriosis o padecer del sindrome del
ovario poliquistico) o los deseos reproductivos de la pareja. No seria légico, ni
mucho menos recomendable, establecer un periodo de 1 6 2 afios cuando la
mujer tiene, por ejemplo 39 afios, caso en el que seria aconsejable comenzar
un estudio de infertilidad aunque solo hayan transcurridos 6 meses de intentos
fallidos (Brugo-Olmedo et al., 2003).

Se habla de infertilidad primaria cuando la pareja logra fecundacién
natural con sus gametos pero los embriones no se desarrollaron o los fetos no
alcanzan el desarrollo a término, es decir, nunca tuvo hijos viables e

infertilidad secundaria cuando la pareja tuvo hijos en comUn y posteriormente
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por alguna razén se encuentran una situacion de infertilidad. EI campo de la
reproduccién es un caso atipico dentro de la investigacion cientifica, ya que el
resultado (consecucion exitosa de un embarazo), viene condicionado por la
influencia de las caracteristicas de dos individuos. Por tanto, intentar dilucidar

factores o tratamientos que determinen el éxito reproductivo es complicado.

Debido a lo explicado anteriormente, el origen de la infertilidad es dificil
de clasificar y/o determinar y aunque histéricamente la infertiidad se ha
asociado como un estigma y de manera de casi exclusiva a la mujer, hoy en dia
se sabe que casi un 50% de los casos implican, a algun nivel, el factor
masculino (Nallella et al., 2006), siendo en un 20% la causa Unica y exclusiva
de los casos de infertilidad y contribuyendo entre otros entre un 20-40% de las

veces (Thonneau et al., 1991).

1. Etiologia de la infertilidad masculina.

Una vez definidos los términos de infertilidad y el porcentaje que
representa en el caso del factor masculino vamos a proceder a hacer una
pequefia clasificacidn de la etiologia de esa infertilidad masculina basada en la
realizada por Khorram(Khorram et al., 2001). Alrededor del 30% son patologias
de origen genético, 50% no genético y un 20% de la infertilidad masculina es de

origen idiopatico.

El origen de la infertilidad que masculina se puede clasificar segun el

compartimento que esta afectado:
« Desordenes pre-gonadales (a nivel de hipotalamo e h  ipdfisis ):

Congénitos:  Alteraciones sintesis de testosterona, alteraciones en los
receptores de FSH/LH, Sindromes de resistencia androgénica, Hipogonadismos

(como los causados por el Sindrome de Kallman o Noonan).

10
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Adquiridos: Tumores de la pituitaria e hipotalamo, Desérdenes infiltradores,
Traumatismos, post-cirugia y post-irradiacién, Vascular (infarto, aneurisma),
Hormonal (Hiperprolactinemia, excesos androgénicos,estrogénicos vy

corticoides), Drogas (Opioides y drogas psicotrépicas).
« Des0rdenes gonadales:

Congénitos: Cromosomopatias (47XXY, 47XYY, translocaciones, inversiones,
trisomias, aneuploidias), Anomalias meiéticas, Microdeleciones Y,
Enfermedades monogénicas (por ejemplo la Distrofia Miotonica), Disgenesias

gonadales y pseudohermafroditismo, Varicocele.

Adquiridas: Orquitis viral (por ejemplo de paperas), Orquitis granulomatosa
(tuberculosis o lepra), Epididimo-orquitis (gonorrea y clamidia), Drogas (por
ejemplo drogas citotdxicas, agentes alcalinizantes, alcohol, marihuana),
Radiacion ionizante, Téxicos ambientales (por ejemplo cadmio, plomo o
estrégenos ambientales), Hipertermia, Inmunolégica, Trauma, Torsion,
Castracion, Enfermedades sistémicas(por ejemplo fallo renal, cirrosis hepéticas,
cancer, vasculitis, enfermedad celiaca), Deso6rdenes en el transporte de los
espermatozoides (post-testicular), Disfunciones epididimales, Anormalidades de

los vasos deferentes, Infertilidad de origen desconocido.
« Desordenes post-gonadales:

Agenesia de los conductos deferentes, Alteraciones espermaticas,
Poliquistosis renal 1 (PKD1), Sindrome de Young, Epispadias.

2. Espermiograma: definicion, ventajas e inconveni  entes.
El espermiograma es la piedra angulary primer paso, ademas de ser la

Unica herramienta diagnostica recomendada por la Organizacion Mundial de la

11
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Salud (OMS), a la hora de evaluar la infertilidad masculina. La determinacion
del potencial fértil de un varén también puede incluir un examen fisico, un
analisis hormonal y otro genético. Normalmente estas pruebas
complementarias se realizan si hay alglin antecedente contemplado en la
anamnesis previa o si el resultado del espermiograma es patolégico. El
espermiograma debe realizarse conforme la OMS (Tabla 1-1) indica en sus
manuales revisados por (ltima vez en 2010 (World Health Organization., 2010).
Sin embargo esta tesis se ha realizado bajo las indicaciones del anterior
manual, publicado en 1999 (Tabla 1-1), ya que el ultimo se publicé justo al final
de la fase experimental. Los cambios no son tan sustanciales como para que

varien los resultados obtenidos en esta tesis.

Tabla 1-I: Pardmetros seminales establecidos por la OMS (1999).

Volumen (ml) 15 Movilidad total* 2 40%

pH 272 Movilidad progresiva** 2 32%
Concentracion (millones/ml) 220 N° de formas normales 2 4%
Leucocitos (millones/ml) <1 Vitalidad 258%

* Se refiere a todos los espermatozoides que se mueven, independientemente se esta
progresion sea mayor 0 menor 0 mas o menos lineal.

**Hace referencia solo aquellos espermatozoides que se mueven de manera progresiva.

En lineas generales, el andlisis sigue incluyendo una valoracion de la
concentracién, de la movilidad, morfologia, Vvitalidad asi como de la
determinacion de la presencia de células redondas, leucocitos y anticuerpos

anti-espermatozoides, si bien los valores de referencia si que han variado

12
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ligeramente, siendo en término general menos estrictos en esta Ultima
revisién(Kliesch and Cooper., 2008,World Health Organization., 2010, World
Health Organization., 1999).

Brevemente, el paciente debe proporcionar al especialista una muestra
de semen obtenida por masturbacion, en las condiciones mas asépticas
posibles, tras mantener una abstinencia sexual de entre 48h y 7 dias antes de
la prueba. A continuacién se deja licuar la muestra en una incubadora a 37°C
durante aproximadamente 20 minutos. Entre la recogida de la muestra y el

andlisis de esta, no se debe de sobrepasar la hora.

Una vez la muestra esta licuada, el especialista deposita una gota de
semen de 10 microlitros en una cdmara Mackler y bajo un microscopio a 400
aumentos valorara la concentracién y la movilidad de los espermatozoides. Con
otra gota diferente de la muestra se hard una extension celular en un
portaobjetos que tefiremos para poder valorar la morfologia de los

espermatozoides, bajo 1000 aumentos en el microscopio(Figura 1-1) .

Figura 1-I: Tincién para valorar la morfologia en una espermiograma.

o
2

También se hace un registro de los siguientes datos: volumen del

eyaculado, pH, apariencia (color y consistencia) y olor.
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El espermiograma que es una técnica econOmica, relativamente
sencilla e informativa, sinembargo posee una capacidad diagnéstica reducida.
Esta prueba sélo se basa en los aspectos que podriamos definir como celulares
(por ejemplo cantidad o movilidad de los espermatozoides) dejando un lado
otros aspectos, por ejemplo los moleculares, que podrian aumentar la
capacidad diagnostica de este. En definitiva, el espermiograma puede explicar
en parte por qué un oligozospérmico severo no logra una gestacion ¢ pero hasta
qué punto esa informacion es (til cuando hablamos de hombres con
parametros seminales normales que son incapaces de embarazar a sus
parejas?, ¢es Util el espermiograma? (Lewis., 2007, Altmae and Salumets.,
2011).

Por lo tanto deducimos que puede haber un considerable nimero
factores, independientes de los parametros seminales contemplados en los
diferentes manuales de la OMS, que no se evallan y que pueden limitar el
valor diagnéstico del espermiograma, ya que un analisis de semen que esté
dentro de los parametros normales no indica necesariamente un potencial fértil
satisfactorio que conlleve a la consecucion de una gestacién. De hecho varios
trabajos sostienen que pacientes con factor masculino de infertilidad presentan
parametros normales tanto para movilidad, concentracion y morfologia y otros,
de fertilidad probada, presentaban espermiogramas anormales (Nallella et al.,
2006, Schulte et al., 2009).

3. Nuevos métodos diagndésticos en el semen.

Una vez se conocen cudles son las deficiencias que presenta el
espermiograma, la investigacion en andrologia en los Ultimos afios, se ha
centrado principalmente en encontrar nuevas pruebas, complementarias al
espermiograma que mejoren su poder diagnéstico junto con nuevos métodos

de seleccion espermatica que aumenten las tasas de embarazo en los TRAs.

14



Transcriptomica de la infertilidad masculina
Introduccion

Sandra Garcia Herrero. 2012

Marcados por la necesidad de establecer otras referencias que
permitan diferenciar de manera mas efectiva al hombre infértil de aquel que no
lo es, se han llevado a cabo pruebas complementarias al espermiograma,
enfocadas en la busqueda de nuevos marcadores de infertilidad como por
ejemplo la fragmentacién, la oxidacion de ADN espermatico y la presencia de

ARNmMm en los espermatozoides(Garrido et al., 2008).

e Fragmentacion ADN espermatico: La integridad del ADN espermatico
puede verse comprometida por lesiones en la doble cadena que pueden
deberse a diferentes causas. Aunque los principales mecanismos en
consideracion son: empaquetamiento anormal del ADN espermatico durante el
proceso de espermatogenésis (Carrell et al., 2007),la apoptosis abortiva (Singh
et al., 2003,Brinkworth and Nieschlag., 2000) y la presencia o accion sobre el
ADN de las especies reactivas de oxigeno (Irvine et al., 2000, Smith et al.,
2006, Gomez et al., 1996, Ochsendorf., 1999).

Entre los métodos para evaluar la fragmentacion estan: el ensayo
TUNEL (Terminal TransferasedUTP Nick EndLabeling)(Sailer et al., 1995,
Kodama et al., 1997, Carrell et al., 2003), el ensayo del analisis de la estructura
cromatinica del esperma (SCSA)(Spano et al., 1998, Larson et al., 2000,Abu-
Hassan et al., 2006) el ensayo cometa y el test de de dispersién del cromatina
espermatica (SCD)(Figura 2-l1) (Santiso et al., 2010, Enciso et al., 2006,
Fernandez et al., 2005a, Fernandez et al., 2005b, Evenson and Wixon., 2006,
Muriel et al., 2006).

Figura 2-I: Ejemplo de SCD espermatico.

* - e 0

ADN INTEGRO ADN FRAGMENTADO

a b c d e
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Otros ensayos identifican defectos en el empaquetamiento de la
cromatina espermatica: tincién con azul de toluidina, con naranja acridina y

cromomicina A.

Sin embargo, el valor predictivo de la fragmentacion del ADN es
altamente controvertido(Evenson and Wixon., 2006), ya que hay estudios que si
encuentran una correlacion positiva entre el grado de fragmentacion y la
incapacidad de alcanzar una gestacion(Henkel et al., 2004, Henkel et al., 2003,
Virro et al., 2004)y otros que no(Muriel et al., 2006, Chohan et al., 2006, Morris
et al., 2002). Ademas entre aquellos que si que encuentran diferencias, el valor
de corte que establecen es muy variable, por lo que es recomendable buscar
otros marcadores de infertiidad mas robustos y que no presenten estas

ambigledades.

Oxidacion del ADN : Las especies reactivas del oxigeno son derivados
normales del metabolismo aerdbico y juegan un papel determinante en
procesos fisiologicos reproductivos como la capacitaciébn espermatica, la
reaccion del acrosoma y la fusion del espermatozoide con la zona pellcida del
ovocito. Los niveles anormalmente altos de estas especies pueden dafiar las
membranas, las estructuras nucleicas (Guerin et al., 2001) e incluso inducir la
apoptosis (de Lamirande and O'Flaherty., 2008, Agarwal and Said., 2005,
Agarwal et al., 2006). El estrés oxidativo es una de las causas de dafio
espermatico (como ya hemos indicado anteriormente). Parece ser que las
oxidacion del ADN espermatico esta débilmente relacionado con una tasas algo
mas bajas tanto en fecundacion y peor calidad embrionaria en la fecundacion in
Vitro(Aguilar et al., 2009, Meseguer et al., 2008).

Cabe destacar que la literatura cientifica resulta bastante inconsistente

en este tema (Bungum et al., 2007, Bungum et al., 2004).
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La exposicion del ADN a las especies reactivas del oxigeno, provocan
alteraciones bioquimicas, modificaciones de las bases e incluso pequeias
roturas en las cadenas de ADN (Said et al., 2005, Garrido et al., 2004, Sakkas
et al., 1999).

La presencia de estrés oxidativo se puede determinar por 8-
hidroxideoxiguanosina (8-OhdG), producto de las alteraciones causadas por las
especies reactivas del oxigeno. Uno de los métodos para medir este producto
consiste en marcar el residuo 8-OhdG con una sonda fluorescente y
posteriormente medir las moléculas marcadas mediante citometria de flujo
(Santiso et al., 2010) .

Otros marcadores moleculares de funcién espermatica
Hay una amplia bateria de moléculas que han sido propuestas como
marcadores de infertilidad. Generalmente, la relacion de estas moléculas con la
infertilidad es indirecta y son pocos los estudios que las relacionan de manera
directa. Algunas de estas moléculas son:
Acrosina: enzima asociada a la penetracion del espermatozoide de la zona
pellcida del ovocito, cuya concentracion puede afectar a la capacidad de
los espermatozoides para atravesar la zona pellcida del ovocito. Sin
embargo los resultados son controvertidos (Garrido et al., 2008).
Moléculas marcadoras de apoptosis: Antes de que una célula entre en
apoptosis, esta es marcada. La idea es poder separar los espermatozoides
gue van a morir seleccionandolos en base a estos marcadores(Romany et
al., 2009).
Factor de activacion plaquetaria: Esta relacionado con la capacidad del
espermatozoide para atravesar la zona peltcida (como la acrosina)(Toledo
et al., 2003).
Heatshockprotein 2A  (Hsp2A): Esta proteina se ha detectado en altas

cantidades en espermatozoides de pacientes infértiles. Ademas el ratio de
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la Hsp2A respecto a la actividad creatinafosfoquinasa tiene valor predictivo
en gestaciones en ciclos de FIV (Ergur et al., 2002).

Ubiquitina: La ubiquitina esta relacionada con la apoptosis, ya que esta
molécula “marca” aquellas células que van a ser fagotizadas o degradadas
proteoliticamente. Parece ser que la ubiquitina es segregada por el epitelio
del epididimo y que se une a espermatozoides defectuosos que deben ser
eliminados. Una alta ubiquitinizacion de los espermatozoides puede reflejar
un fallo en ese mecanismo, de modo que los espermatozoide defectuosos
no son eliminados pudiendo resultar perjudicada la fertilidad(Sutovsky et al.,
2001, Sutovsky et al., 2004).

Contenido espermatico en colesterol y calcio: Las concentraciones
intracelulares de calcio y la cantidad de colesterol presente en la membrana
espermatica estan relacionadas con la morfologia espermatica, potencial
fértil y supervivencia tras un proceso de crio-conservacion(Meseguer et al.,
2004a, Meseguer et al., 2004b)

Mucina MUCL1: Se trata de una glicoproteina de superficie presente tanto en
el testiculo como en espermatozoide. Martinez-Conejero et al. observaron
gue esta glicoproteina se expresaba de manera diferencial entre pacientes
infértiles y donantes fértiles de semen que se sometian a un ciclo de ICSl y
aunque no observaron diferencias significativas en cuanto a resultados del
ciclo de reproduccion asistida si que las habia en cuanto a la recuperacion
de espermatozoides moviles, procedimientoprevioal cual se somete una

muestra de semenantes de cualquier TRA (Martinez-Conejero et al., 2008).

« ARN mensajero (ARNm) en los espermatozoides del eya culado.
El espermatozoide es una célula muy especializada y altamente
diferenciada de la que se creia que so6lo aportaba al futuro ser vivo el genoma
paterno y se le consideraba un mero contenedor del ADN del padre. Carece de

ARN ribosémico y contiene cantidades relativamente pequefias de ARNm si se
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compara con otros tipos celulares ya que durante la espermiogénesis, cuando
pasa de ser una espermatida redonda a desarrollar su caracteristica cola, sufre
una remodelacion que provoca la extrusion de la mayor parte del
espermatozoide. Carece pues de actividad transduccional.

A pesar de que estas caracteristicas y aunque sea en cantidades
pequefias, el espermatozoide contiene, ademas del ADN paterno, un conjunto
de ARNm cuya funcién es altamente controvertida. Unos sugieren que son
restos de la espermatogénesis y que no tiene funcioén alguna, aunque pueden
servir para monitorear el proceso espermatogénico, pero hoy en dia ya hay
trabajos que aportan pruebas de que estos ARNm pueden jugar un papel
importante en el proceso de fecundacion (Krawetz., 2005a, Krawetz., 2005b,
Miller et al., 2005).

El espermatozoide se ha considerado el “chico pobre” de la
reproduccién asistida por varios motivos, pero sobre todo por la entrada en
escena de la técnica llamada Inyeccidn Intra-citoplasmatica de
Espermatozoides (ICSI), que consiste en microinyectar un espermatozoide
directamente en un ovocito. El hecho que para conseguir un embarazo sea sélo
necesario un espermatozoide de los miles o millones que se encuentran en un
eyaculado, ha supuesto que el factor masculino sea menos estudiado y
valorado que el factor femenino, I6gico por una parte teniendo en cuenta que la
fuente de espermatozoides es casi infinita si la comparamos con la de ovocitos,
sin embargo un embarazo se sigue consiguiendo con la fusién de ambos

gametos.

A lo largo de estos ultimos afios el papel del espermatozoide ha ido
adquiriendo mayor importancia, por ejemplo sabemos que es el que dona los
centriolos al ovocito. Una vez fecundado, el évulo se convierte en cigoto . Y la
fecundacion se completa cuando los dos nlcleos (denominados prontcleos )

se fusionan. En los mamiferos los nucleos no se fusionan directamente, sino
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gue se mantienen independientes hasta que la membrana nuclear de ambos se
desintegra como paso previo a la primera division mit6tica. El centriolo es un
organulo, que curiosamente falta en el 6vulo, que posee un centrosoma pero no
un centriolo. El centriolo entra al ovocito junto con parte del flagelo en el
momento de la fecundacion, dotando al embrién la maquinaria necesaria para
llevar a cabode manera correcta las diversas divisiones celulares(Sutovsky and
Schatten., 2000, Schatten., 1994).

Durante los ultimos 50 afios, se ha avanzado bastante en este campo, y
hoy en dia se sabe que esta pequefa célula también provee al futuro embrién
de la maquinaria necesaria para la organizacion de los microttibulos y por tanto
para la correcta division celular (Schatten., 1994)ademas de un factor activador
ovocitario (una enzima hidrolitica perteneciente al grupo de las fosfolipasas)
(Parrington et al., 2002).

Pero ademas, en las dos Ultimas décadas han surgido varios
trabajos(Krawetz., 2005a, Krawetz., 2005b, Miller et al., 2005, Lalancette et al.,
2008, Ostermeier et al., 2004)que han descrito una serie de conjuntos de
ARNm que son depositados junto al genoma paterno en el ovocito en el
momento de la fecundacion. Algunos autores consideran que estos ARNm son
los restos del proceso de espermatogénesis y otros creen que juegan un papel
importante en la fecundacion y en las primeras divisiones embrionarias (hasta la
transicion materno-cigética)(Lalancette et al., 2008, Miller and Ostermeier.,
2006a, Miller and Ostermeier., 2006b, Miller et al., 2005, Ostermeier et al.,
2002, Ostermeier et al., 2005, Ostermeier et al.,2004, Garrido et al., 2008,
Garcia-Herrero et al., 2009). Independientemente del origen de estos, el caso
es que son depositados en el momento de la fecundacion en el ovocito y cabe

pensar que pueden jugar algin papel en el futuro desarrollo embrionario.

El descubrimiento de estas subpoblaciones de ARNm en los

espermatozoides del eyaculado plantea preguntas como por ejemplo ¢para
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qué sirven estos?; ¢a qué nivel estan implicados en procesos de infertilidad y
fecundacion?; ¢tienen aplicacion diagnéstica en el campo de la medicina
reproductiva? (Altmae and Salumets., 2011). Y es precisamente sobre este
punto, la implicacion del ARNm del espermatozoide y su posible papel en la

reproduccion de lo que va a tratar el presente trabajo de tesis doctoral.

4. Transcriptémica aplicada a la andrologia.
La transcriptomica en la ciencia que estudia el conjunto de ARNm que
se expresan en un tejido o célula en un momento concreto y bajo una

condiciones determinadas.

El descubrimiento de estos ARNm en los espermatozoides y la
aparicién de tecnologia de analisis masivo de genes como las plataformas de
microarrays, han propiciado que en los Ultimos afios hayan surgido numeros
trabajos en los que se ha intentado explorar la relacion entre el contenido de
ARNm en espermatozoides y tejido procedente del aparato reproductor
masculino y el éxito reproductivo(Lalancette et al.,, 2008, Miller and
Ostermeier., 2006a, Miller and Ostermeier., 2006b, Miller et al., 2005,
Ostermeier et al., 2002, Ostermeier et al., 2005, Ostermeier et al., 2004,
Garridoet al., 2008, Garcia-Herrero et al., 2009).

Osteiemeret al.realizaron en 2002 un estudio con el propésito de
averiguar si con los ARNm de los espermatozoides del eyaculado se podia
generar una huella genética tipica de hombres fértiles con el uso de

microarrays.

Las conclusiones que se desprendieron de este estudio es que puede
obtenerse un identificador genético de los ARNm espermaticos de varones
fértiles normales. Asi, este método puede utilizarse para monitorizar eventos

pasados, por ejemplo la expresidon genética de la espermatogénesis. Mas aln,
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los datos sugieren que, ademas de contribuir con el genoma paterno, los
espermatozoides proveen al zigoto con un complemento Unico de ARNm
paternos que podrian influir en el desarrollo embrionario precoz. Los
espermatozoides eyaculados pueden ser ahora usados como una prueba no
invasiva para investigaciones de la infertilidad relacionada especificamente con

el testiculo (Ostermeier et al., 2002).

Una vez se descubri6 la presencia de los ARNm Ostermeieret
al.en2004 quisieron demostrar la transferencia de ARNm espermaéticos al
ovocito durante la fecundacion y determinar cuales de estos transcriptos estan
presentes en el espermatozoide humano pero no en el ovocito humano antes

de la fecundacion (Ostermeier et al., 2004).

Para ello utilizé6 semen humano para fecundar ovocitos de hamster y
localizé una subpoblacién de ARNm que estaban presentes en los ovocitos
fecundados y en los espermatozoides, pero que no en aquellos que no habian

sido inseminados.

Con este modelo se comprobd que ademas de existir ARNm en los
espermatozoides del eyaculado, estos podian ser depositados en el ovocito en

el momento de la fecundacion

Otro ejemplo de estudio de transcriptomica en semen lo llevé a cabo
Cedenhoet al. y que fue publicado en marzo de 2006, que se basé en perfiles
génicos de expresion para encontrar diferencias entre dos grupos concretos, un

grupo de oligozoospérmicos frente a uno control normal (Cedenho et al., 2006).

Este estudio tenia como objetivo comparar la expresion génica del gen
HspA2, que codifica para una creatina quinasa, en espermatozoides de
hombres oligozoospérmicos frente a unos controles normozoospérmicos,

siendo su expresion mucho menor en los primeros.
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La actividad e inmunoreactividad de creatina quinasa son indicativas de

espermiogénesis defectuosa y de retencién proximal de citoplasma.

Después de este estudio concluyeron que los espermatozoides
inmaduros que no expresabanHspA2 retenian el citoplasma residual y no
externalizaban el ligando que se une a la zona pelGcida. Estos hallazgo
sugerian que la HspA2 podria considerarse como un marcador bioquimico de
funcidn espermatica y capacidad fecundante(Ergur et al., 2002b). Es mas, en
testiculos cuya espermatogénesis estabadetenida,los niveles de la proteina
Hsp2Aeranmucho mas bajos que en testiculos donde la espermatogénesis es
normal, en hombres con el Sindrome SCO (Sertolicells-only), que carecen de

espermatozoides, esta proteina estaba completamente ausente.

Como ya hemos indicado anteriormente, estos ARNm también pueden

sernos Utiles para monitorizar una correcta espermatogénesis.

Foxet al.en 2003, pusieron en marcha su posible aplicacién clinica
intentando determinar la viabilidad de comparar la expresién génica global en
biopsias testiculares. Se centraron en comparar la expresion global génica en
hombres solo con células de Sertoli (SCO) frente a hombres con histologia
testicular normal (Fox et al., 2003). Encontraron un listado de 683 de genes
diferencialmente expresados cuando comparaban las biopsias de testiculos
normales vs aquellas SCO, siendo los genes mas sobre-expresados en estas
Ultimas genes con un patron ubicuo de expresion y genes relacionados con la
reparacion de ADN y meiosis los mas sobre-expresados en las biopsias de

hombres con una espermatogénesis normal.

La espermatogénesis es un proceso ciclico de divisién celular que se
renueva constantemente, y cuyo resultado es la produccién de millones de
espermatozoides diarios. En el hombre este proceso de maduraciéon o

capacitacion espermatica, requiere aproximadamente de 74 dias. Se inicia en la
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pubertad bajo influencia hormonal, con una serie de divisiones mitoticas de la
espermatogonia primitiva; posteriormente, se producen divisiones meiéticas en
la generacién subsiguiente de espermatocitos para reducir el nimero diploide
de cromosomas al numero haploide y, por ultimo, la transformacién del
espermatocito en el espermatozoide maduro, lo cual incluye adquisicién de

motilidad progresiva y la capacidad fecundante.

Es légico pensar que una correcta expresion de los genes implicados
en la espermatogénesis es esencial para un buen prondstico reproductivo. Para
llegar a saber esto, primero debemos saber cuédles son estos genes y cual es
su expresion diferencial entre diferentes grupos y como afecta esta a la
fertilidad del individuo en cuestion (Wang et al., 2004).

Para encontrar estos genes, compararon los perfiles de expresion
génica de testiculos procedentes de hombres adultos frente a otros de origen
fetal (al ser la espermatogénesis un proceso que se inicia en la pubertad, los
genes que se expresen en los adultos pero no en los testiculos fetales, son
grandes candidatos a ser considerados genes relacionados con la

espermatogénesis).

Identificaron 266 genes que se expresan de manera diferencial entre
esos dos grupos, indicando su potencial papel en la espermatogénesis (Sha et
al., 2002). De estos, 169 también se expresaban en los espermatozoides del
eyaculado, candidatos pues a estar implicados en la espermatogénesis en las

células germinales.

Ya en 2008, Garrido et al., buscaron diferencias a nivel de expresién
génica entre muestras de semen de donantes de esperma y pacientes infértiles
qgue requerian de alguna TRA, trabajo que supuso el punto de partida para la

presente tesis doctoral (Garrido et al., 2009) .
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5. Microarrays de expresion génica.

En la dltima década, conocida como la era post-gendémica, las
herramientas de analisis genético han sufrido una revoluciéon técnica. La
entrada en escena de sistemas que permiten el analisis masivo de genes en un
solo experimento frente aquellos en los que sélo permitian el estudio gen por
gen (o de un pequefio grupo de ellos) han proporcionado una nueva dimension
en a la hora de plantear y extraer conclusiones de los experimentos. Los
microarrays, que es como se conocen estos sistemas, fueron descritos por
primera vez por Schenna en 1995 (Schena et al., 1995) y nos permiten estudiar,
por ejemplo, qué genes se expresan en un situacién bioldgica concreta y
compararla con una patoldgica y ver en qué se diferencian, dandonos una
vision global de una enfermedad y cuales son los mecanismos que operan en
dicho proceso patologico, ademas de jugar un potencial papel en el diagnéstico

de enfermedades.

Basicamente el microarray es un formato experimental en el que una
superficie solida en las que estan impresas miles de sondas que detectan

genes de secuencia conocida.

Microarrays hay de diferentes tipos y su clasificacion depende, por
ejemplo, de los que queremos detectar (oligos, ADNc, proteinas...), del tipo de

soporte (un slide, silice o gel) o del tipo de impresion de las sondas en la matriz.

El caso que nos ocupa es el de los microarrays de expresion génica
gue nos permiten evaluar el conjunto de ARNm que se generan en un tejido o
un grupo de células en una situacion bioldgica determinada y saber qué genes
se expresan de manera diferencial en cada situacion (Genes diferencialmente
expresados (GDE)). En este caso la matriz contiene una serie de sondas que
son unos oligonucledtidos sintéticos (Barrett and Kawasaki., 2003)que seran
expuestos a un pool de ARNm que seran extraidos de las muestras biologicas

gue queremos estudiar (Figura 3-1) .
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Los datos brutos generados por el microarray son leidos en un primer
momento por un escaner, posteriormente son normalizados y transformados de
forma matematica para eliminar el ruido de fondo de la técnica y poder

comparar las distintas muestras/ condiciones biol6gicas.

Figura 3-I: Esquema general del funcionamiento de un microarray de expresién
de un solo color: sobre un soporte sélido se localizan miles de sondas de
secuencias conocidas que son expuestas a nuestro ARNm problema, que se

unirdn a la sonda dela cual sean complementaria.
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Esta tecnologia genera un importante nimero de datos que hace
necesario que usemos sistemas de analisis que nos ayuden a procesarlos e

integrarlos en términos de sus implicaciones biolégicas.

6. Anotacién funcional: Ontologia génica.
En la era post-genémica, la interpretacion biolégica de los largos
listados de genes que se obtienen de los experimentos de microarrays es un

auténtico reto y la ontologia génica nace con este propdsito.
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Un problema fundamental en todas las grandes bases de datos
gendmicas es que los registros provienen de una gran variedad de fuentes,
desde investigadores individuales hasta grandes centros de secuenciacion.
Como resultado, las secuencias mismas y principalmente las anotaciones
biolégicas adjuntas a estas secuencias, varian notablemente en calidad.
También hay mucha redundancia ya que muchos laboratorios ingresan a
menudo secuencias que son idénticas o muy similares a otras en la base de

datos.

El Consorcio de Ontologia Genética (GO, siglas de Gene Ontology
Consortium) establece pues vocabularios controlados. Estos permiten que un
programa informatico explore las bases de datos gendémicas y vinculen genes
relacionados entre si utilizando palabras que describan sistematicamente sus

funciones, independientemente de cdmo se denominen los genes.

La definicidon de ontologia segun la RAE es “parte de la metafisica que
trata del ser en general y de sus propiedades trascendentales”, pero en el caso
gue nos ocupa la definiremos como una manera formal de estructurar el
conocimiento bioldgico, refiriéndose a los genes y a sus productos génicos. La
ontologia provee un vocabulario controlado que describe el gen y los atributos
del producto génico en cualquier organismo dividiendo el conocimiento
biolégico en tres areas fundamentales que a su vez se subdividiran en otras,
cada vez menos complejas, estando contenidas las de menor nivel en las de su

inmediato nivel superior.

Es una manera de descomponer un todo muy complejo en diferentes
dominiosy/ o niveles que a su vez se ramifican en otros niveles mas bésicos
cada vez. Con la ontologia esta estructuraciéon del conocimiento es sistematica,
con lo que esta subdivision de los diferentes dominios o niveles no se hace de

manera subjetiva, y todo el mundo debe acogerse a los mismos términos,
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dictados por la ontologia, para hacer esta estructuracion del conocimiento

biologico.

En un primer paso, la ontologia génica, divide en tres dominios
diferentes, Procesos Bioldgicos (PB), Componentes Celulares (CC) y Funciones

Moleculares (FM), que a su vez se subdividen en otros.

Con estos términos se pretenden describir las funciones biolégicas de
un producto génico: sus funciones a nivel molecular, qué procesos ayuda a
llevar a cabo y en qué lugar de la célula tiene lugar (Thomas et al., 2007). Los
componentes celulares se definen como parte de un todo mas grande como
por ejemplo una estructura anatémica, las funciones moleculares se definen
como la potencial capacidad para llevar a cabo una actividad concreta (por
ejemplo actividad catalitica) y finalmente un proceso biolégico se define como la
serie de acontecimientos para lograr el ensamblaje de una o mas funciones

moleculares de manera ordenada (Thomas et al., 2007).

Cada término GO consiste en un Unico identificador alfanumérico, un
nombre comun, sinénimos y una definicion y engloba a un grupo de genes.
Cuando un término tiene mdltiples significados dependiendo de las especies, el
GO usa una etiqueta "sensu" para diferenciarlos entre ellos. Los términos son
clasificados en sélo una de las tres ontologias, las cuales estan estructuradas,

cada una de ellas, como un grafo dirigido aciclico.

Una de las péaginas disponibles en linea y de forma gratuita sobre
recursos bioinformaticos que proveen una interpretacion funcional de amplias
listas de genes derivados de los estudios genémicos y basado en el Gene

Ontology esla pagina DAVID genes (http://david.abcc.ncifcrf.gov/).

La base de datos DAVID integra y aglomera millones de identificadores

de genes y proteinas de gran variedad de fuentes de informacion genéticas
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publicas proporcionando una anotacion heterogénea aunque nosotros nos

centraremos en la informacién basada en el GO(Sherman et al., 2007)

DAVID posee gran numero de herramientas, aunque la que hemos
utilizado principalmente para este estudio es la de Analisis funcional, que
principalmente nos proporciona un grupo de términos GO destacando aquellos
mas relevantes respecto a un listado inicial de genes que le hemos

proporcionado.

Pero ademas, también nos permite integrar la informacion
proporcionada por los tres dominios para definir procesos mas complejos como
son las rutas metabdlicas, ya que entre las numerosas bases de datos que
recogen se hallan el BBID, Biocarta y Kegg (todas ellas bases de datos que
representan el conocimiento biol6gico en redes de reacciones e interacciones
moleculares para el metabolismo (de lipidos, carbohidratos, etc.) o lo que

anteriormente hemos definido como rutas metabdlicas).

Un dato a tener en cuenta es que estas bases de datos se actualizan
constantemente, de modo que el andlisis ontoldgico de los datos extraidos en
esta tesis pueden haber variado ligeramente, ya que el andlisis de los datos se

hizo por dltimo vez en febrero de 2012.

7. Técnicas de reproduccion asistida (TRAS).
La medicina reproductiva ha sufrido una gran revolucioén en los ultimos
afios, tanto por sus avances como por la demanda de estos servicios que se ha

incrementado en muchos puntos en los Ultimos afos.
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Detras de este aumento de los servicios estdn mas bien los cambios
socio-culturales que aquellos que tiene que ver con la biologia reproductiva, por
eso la demanda de este tipo de medicina es muy variable dependiendo de la
parte del mundo de la que estemos hablando.Como ya se ha indicado
anteriormente, la infertilidad alcanza hoy en dia en los paises desarrollados
hasta a un 8% de las parejas en edad reproductiva. El estado de bienestar en
estos paises de los denominados del primer mundo, hace que la medicina
pueda ocuparse de temas como la reproduccién asistida, que si bien para
muchos no es una cuestion de salud publica, si que es altamente demandada
por una sociedad donde cada vez se retrasa mas la edad para tenerhijos. Con
objeto de cubrir estas nuevas necesidades se han producido en estos Ultimos
aflos un gran avance en las TRAs, aplicando cada vez tecnologias mas
punteras en el campo para hacer que los tratamientos de reproduccién asistida

sean cada vez mas eficaces.
7.1. La inseminacién artificial.

La inseminacion artificial o IA es el método mas sencillo dentro de las
TRAs y se supone que es la primera linea a utilizar a la hora de enfrentarse a

un caso de infertilidad.

Hoy en dia se cree que las IA es una invencién como mucho del siglo
XX, pero nada mas lejos de la realidad. Se tienen datos no documentados que
sostienen que la primera inseminacion artificial humana fue intentada en Juana,
esposa del Rey Enrique IV de Castilla (conocido como "el impotente”) a mitad
del siglo XV (Maganto-Pavon., 2003)

Brevemente la |IA consiste en el depdsito mediante una fina canula de
los espermatozoides en el tracto reproductor femenino, generalmente en el

interior del Gtero, acortando de este modo el recorrido que deben completar los
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espermatozoides hasta encontrarse con el ovocito (Figura 4-1) . En este caso la

mujer debe presentar permeabilidad de las trompas y ovarios funcionales.

Figura 4-1: Esquema representativo de la técnica de la IA intrauterina.

|\

Previamente a realizar la inseminacion las muestras de semen deben
ser procesadas para eliminar el plasma seminal, de este modo se evitan las
contracciones uterinas provocadas por las prostaglandinas presentes en este y
se seleccionan aquellos espermatozoides con mejor movilidad. Ademas este
proceso de seleccién espermatica, denominado de forma coloquial como
capacitacién, disminuye las posibilidades de que se produzca una inflamacion
pélvica tras el tratamiento. Lo métodos de seleccidbn espermatica mas
empleados en las TRAs son los gradientes de Percoll y el Swim-Up(Figura 5-
[)(Boomsma et al., 2007, ESHRE Capri Workshop Group., 2009).
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Figura 5-1 Esquema del proceso de “swim-up”.

(O, =0\

; A

>

= Adicion
Qi - medio fresco

- Incubacién a
Recuperacion 37°C con 45’ de

espermatozoides U inclinacién
moviles

Existen varia modalidades de IA dependiendo del lugar exacto del
tracto reproductor femenino donde se hace el deposito de los espermatozoides,
sin embargo la mas extensamente utilizada y la que ha sido objeto de estudio
en esta tesises la Inseminacion Intrauterina Homologa (IAH); la que tras
someter a la muestra de semen a un proceso de seleccidn espermatica, el
preparado se deposita en la cavidad uterina de la mujer mediante una canula.
Homoéloga hace referencia a que el semen utilizado es el de su pareja y no

procede de un tercero, como por ejemplo, un donante de semen.

La IAH puede realizarse en ciclo natural o ciclo estimulado, siendo este
ultimo el mas efectivo y el estudiado en esta tesis, especialmente cuando se
trata parejas que llevan mas de tres afios intentando tener descendencia, ya
que con la estimulacién conseguimos un mejor control y  seguimiento de la
ovulacion (ESHRE Capri Workshop Group., 2009).
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7.2. La fecundacion in Vitro (FIV).

Explicado de una forma sencilla, en este procedimiento se somete a la
paciente a una estimulacion ovarica suficiente para conseguir que se
desarrollen varios foliculos que posteriormente son extraidos de la mujer
mediante una puncién folicular. Una vez fuera del cuerpo se depositan en una
placa Petri junto con unas gotas en las que hay espermatozoidesy se espera
que sean fecundados, reduciendo alin méas que en una IAH el espacio a
recorrer por parte del espermatozoide. Una vez se ha producido la fecundacion

el embrion es depositado de nuevo en el Utero de la madre (Figura 6-1).

Figura 6-1: Esquema representativo de la técnica de la FIV.

El primer embarazo conseguido mediante FIV con un ovocito humano
fue descrito por el equipo de la Universidad de Monash (Australia) liderado por
Alan Trounson y Carl Wood(De Kretze et al., 1973) en la revista TheLancet en

1973, aunque solo duré algunos dias y hoy en dia se denominaria un embarazo

33



Transcriptomica de la infertilidad masculina
Introduccion

Sandra Garcia Herrero. 2012

bioquimico. Habria que esperar hasta 1978 para que tuviera lugar el primer
nacimiento de un nifio probeta, como se les denomind entonces. Louis Brown
fue la primare nifla nacida de una FIV y fue logrado gracias al esfuerzo del
investigador britdnico Robert G. Edwards(recientemente nombrado Nobel de
Medicina (2011)) junto con cirujano Patrick Steptoe (Steptoe and Edwards,
1978).

7.3. Inyeccién Intra-citoplasmatica de espermatozo  ides (ICSI).

La inyeccion intra-citoplasmatica del espermatozoide (ICSI) consiste en
microinyectar con un micromanipulador(Figura 7-1) un espermatozoide movil y
morfolégicamente normal en un ovocito que previamente ha sido extraido del
ovario de la mujer (como en el caso de la FIV) (Palermo et al., 1992). Tras la
microinyeccién y después de haberse comprobado que ha habido fecundacion
y que las primeras divisiones embrionarias han sido correctas, se transfiere al
Utero de la paciente dentro los siguientes 3-6 dias tras la microinyeccion
(Figura 8-1) (Garcia-Herrero et al., 2011, Meseguer et al., 2003).

Figura 7-I: Foto de un micromanipulador.
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Figura 8-1: Esquema representativo de la técnica de la ICSI.
L
> —C=

Esta TRA se prescribe en casos (entre otros) de
oligoastenoteratozoospermia, fallo repetido de fecundacion tras la in Vitro
convencional, cuando el semen presenta grandes cantidades de anticuerpos
anti-espermatozoide, en pacientes de cancer que crio-conservan sus muestras
de semen previamente a un tratamiento oncolégico, pacientes con dafios en la
médula 6sea, aquellos hombres con problemas de eyaculacion o eyaculacion
retrograda o pacientes que conservaron muestras de semen antes de realizarse
una vasectomia(Lahteenmaki et al., 1995, Nagy et al., 1995, Benadiva et al.,
1999, Gil-Salom et al.,, 2000, Nikolettos et al., 1999, Schatte et al., 2000).
También puede ser usado en casos de diagnéstico genético pre-implantacional
para enfermedades monogénicas (Liebaers et al.,, 1998)o en hombres con
azoospermia por ausencia bilateral congénita de vasos deferentes o por
obstruccion inguinal de los conductos eyaculadores(Tournaye et al.,
1994).Aunque la ICSI se emplea en casos con factor masculino severo, también
existen indicaciones femeninas como anormalidades en la zona
pelicida(Mandelbaum et al., 1997).
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En el caso de la ICSI, tanto el recorrido del espermatozoide como el
proceso de penetracion por parte de este de la zona pellcida del ovocito son
inexistentes. Podemos resumir que cada técnica de las aqui descritas
contemplan unos requerimientos distintos por parte del espermatozoide ya que
cada técnica “puentea” diferentes obstaculos que el espermatozoide deberia
superar en una fecundacién conseguida de manera natural, haciendo cada vez

mas facil la fecundacion conforme mas invasiva es la técnica.
7.4 Donacion de gametos.

Hay muchos casos en el que no se pueden usar los gametos propios de
la pareja, por ejemplo porque sean portadores de enfermedades genéticas, que
el hombre sea azoospérmico o que la mujer presente por ejemplo, edad
avanzada, fallo ovarico, anovulacion o fallos repetidos en FIV. En estos casos
se pueden realizar las mismas TRAs explicadas anteriormente pero con
gametos de donante haciendo uso del banco de esperma, (en el caso del
hombre) o del programa de ovodonacién en el caso de las mujeres. Tanto el
semen como los ovocitos donados provienen de hombresy mujeres sanas y
jovenes, que tras pasar varios andlisis de sangre (donde se comprueba que
estan sanos y que no presentan enfermedades infecciosas entre otras cosas) y
un test psicoldgico, donan sus gametos para que lo usen las parejas que lo

necesiten.
7.4.1. Donaci6én de semen.
La donacién de semen esté indicada en:

e Parejas heterosexuales en los que el hombre presenta ausencia de
espermatozoides, tanto en el eyaculado como en el testiculo/ epididimo.
« Mujeres sin parejas u homosexuales.

= Para evitar la transmision de enfermedades genéticas.
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» Fallos repetidos en diferentes TRAs con el semen conyugal.

Los donantes deben ser jévenes y sanos y sus edades deben estar
comprendidas entre los 18 y 35 afios, deben pasar una serie de entrevistas con
el personal de la clinica donde se les informard de todo el procedimiento y
donde se les sometera a un test psicologico por parte del equipo de psicologos
ademas de analiticas de sangre y un estudio cromosdmico (cariotipo) (Figura
9-) para evitar enfermedades de transmisibn sexual y problemas

cromosomicos.

Figura 9-I: Cariotipo de alta resolucién de férmula cromos6mica 46,XY.

o)
s
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Se les realiza una primera prueba en la que los candidatos a ser
donantes dejan una primera muestra a la que se realiza un espermiograma

completo.

Solo si tienen mas de 90 millones de espermatozoides por mililitro se
les hara una segunda prueba, para confirmar los resultados de la primera y
realizar un test de congelacion /descongelacion para evaluar la viabilidad tras el

proceso de congelacion.

7.4.2.1. Donacion de ovocitos:

En Espafia las donantes deben mayores de 18, estar sanas y no
presentar historia familiar de enfermedades cromosomicas. Al igual que los
hombres, se les realizan varias analiticas para descartar enfermedades de
transmision sexual ademas de un estudio cromos6émico (cariotipo), y se les
somete a una serie de entrevistas donde se les evalla psicolégicamente y se

les informa de todo el proceso de donacién (Escriba et al., 2006).
La donacion de ovocitos esta indicada (entre otros) en casos de:

e Edad materna avanzada.

« Bajarespuesta ovarica.

« Mala calidad ovocitaria.

e Fallos de implantacién.

« Fallo ovarico oculto o prematuro.

« Pérdida recurrente de la gestacion.

e« Causas genéticas (para evitar la transmisién de enfermedades

genéticas a la descendencia)
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7.5. Preservacion de fertilidad.

En el mundo desarrollado, la maternidad/paternidad se he postergado de
manera considerable. Una manera de poder asegurarnos de poder ser padres
biologicos en un futuro, sobre todo en el caso de las mujeres donde el factor edad
cobra gran relevancia, es por ejemplo, la vitrificacidn(Cobo and Diaz., 2011, Cobo et

al., 2008) (congelacion ultra-rapida) de los ovocitos.

Ademas debemos tener en cuenta que con los avances de la medicina, las
tasas de supervivencia de enfermedades como el cancer ha aumentado
espectacularmente, haciendo que las personas que han sufrido esta enfermedad se
planteen el deseo gestacional. Sin embargo, la gran mayoria de tratamientos
oncologicos pueden derivar en una esterilidad que en ocasiones es irreversible, por
eso, la vitrificacion de ovocitos(Cobo and Diaz., 2011, Cobo et al., 2008) y la
congelacion de semen (Meseguer et al., 2004b, Meseguer et al.,2004c) pueden
ayudarnos a evitar que en un futuro esos pacientes no logren su deseo de tener

hijos.

Para esta tesis se han utilizado muestras de semen tanto en fresco, como
con muestras que previamente han sidocrio-conservadas y ovocitos en fresco (no

procedentes de vitrificacion/congelacion).
7.5.1 Crio-conservacion de semen:
La congelacion de semen esta indicada en los siguientes casos:

« Conservacion de muestras valiosas como por ejemplo aquellas obtenidas
de biopsia de testiculo o aspiracién de epididimo o muestras de paciente
que posteriormente van a someterse a un tratamiento oncolégico.

« Planificacién 6ptima de los ciclos de los TRAs.

e Transporte de las muestras a distintas areas geogréficas.

« Preservacion y almacenamiento de muestras de semen de donantes.
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Para evitar la transmisién de enfermedades sexuales, evitando los periodos
silenciosos previos a la presentacién de algunas patologias, como por
ejemplo el SIDA o la Hepatitis (en caso de donacion de semen).

En casos en los que la obtencién por eyaculacién es muy problematica (por
ejemplo cuando el paciente requiere de una electro-eyaculacion).

En casos en los que llegan muestras para valorar al laboratorio de
andrologia y son casos de oligo 0 astenozoospermia severas como medida
preventiva para evitar la ausencia total de espermatozoides en el momento

que se vaya a realizar el TRA.
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HipoOtesis

Pero el hombre, dado que vive s6lo una vida, nunca tiene la posibilidad de comprobar una
hipétesis mediante un experimento y por eso nunca | lega a averiguar si debia haber prestado
oido a su sentimiento o no

(La insoportable levedad del ser. Milan Kundera)
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Hipotesis

Una vez establecida la posible relacion entre el ARNm espermaético y el
potencial fértil, queremos determinar el perfil de expresién génica, esto es el
conjunto de ARN mensajeros que se expresan en muestras de semen de pacientes
infértiles que se someten a un tratamiento de reproduccion asistida, consiguiendo
embarazo en comparacion con los que no lo logran, mediante la tecnologia del
microarray, para asi establecer la huella genémica de la fertilidad masculina en los

espermatozoides.

Por tanto, hipotetizamos que existen diferencias en la expresion de ARNm
entre estos dos grupos, y que éstas variaran dependiendo del tipo de tratamiento
de reproduccion asistida que estemos estudiando, ya que cada técnica presenta

diferentes niveles de exigencia funcional para los espermatozoides.
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Objctivo

De ti depende y de mi que entre los dos siga siendo ayer noche, hoy por la mafana.

(Y si amanece por fin. Mentiras Piadosas. Joaquin Sabina)
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Objetivo

El objetivo general es determinar el perfil de expresidon génica de muestras
de semen que logran un embarazo frentes aquellas que no, con las diferentes
técnicas de reproduccion asistida, mediante la técnica del microarray, como un
primer paso para mejorar la capacidad de diagnéstico sobre la infertilidad

masculina.
Objetivos especificos;

e Comparar el perfil de expresion génico entre muestras de semen que
consiguieron embarazo mediante inseminacion intrauterina y las que no, y

describir sus diferencias.

e Comparar el perfil de expresion génico entre muestras de semen que
consiguieron embarazo mediante fecundacion in vitro y las que no, y

describir sus diferencias.

e Comparar el perfil de expresion génico entre muestras de semen que
consiguieron embarazo mediante inyeccion intra-citoplasmica y las que no,

y describir sus diferencias.
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ater1al y metodos

Abri los ojos para ver

Con el destino me encontré
De cara

Lo tengo todo a medio hacer

Me preguntaba, Si tal vez

Mafiana
(Segundo movimiento (lo de fuera). La ley Innata. Extremoduro)
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Material y métodos:

1. Material:

1.1. Equipamientos.

1.2. Reactivos.

1.3. Diluciones.

2. Métodos:

2.1. Obtencién del tejido biolégico:

2.1.1. Inseminacion Artificial Homéloga.

2.1.2. Fecundacion in vitro .

2.1.3. Inyeccion Intra-citoplasmatica de espermato  zoides (muestras en
fresco).

2.1.4. Inyeccion Intra-citoplasmatica de espermato  zoides (muestras crio-
conservadas).

2.2. Esquema de los experimentos de microarrays:

2.2.1  Extraccion y cuantificacion del ARNm.

2.2.2  Experimentos de microarrays en |AH.

2.2.3  Experimentos de microarrays en FIV.

2.2.4  Experimentos de microarrays en ICSI semen fr  esco.

2.2.5 Experimentos de microarrays en ICSI con semen  crio-conservado.

2.3. Experimentos de microarrays (Procesado, escan  eado y analisis de
los datos).

2.4, Perfiles de expresion:

2.4.1. Genes diferencialmente expresados.

2.4.2. Genes exclusivos.

2.4.3. Genes descritos en procesos reproductivos.

2.4.4. Analisis ontologico.

2.5. Validacion de los microarrays:

2.5.1. Disefio cebadores.

2.5.2. PCR cuantitativa.
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Material y métodos.
1. MATERIAL:
1.1. EQUIPAMIENTOS.

Equipamiento Microarrays.

» Escaner GenePix Personal 4100A (Axon Instruments).
» Céamara de hibridacion de acero inoxidable.

» HibridizationChambergasketslides.

* Horno de hibridacion.

* Nuclease-free 1.5 ml tubos de microcentrifuga.

* Magneticstir bar (x2)

»  Microcentrifuga (MiniSpin, Eppendorf).

* NanoDrop 2000.

» Bloques de calor o bafios de agua.

* Incubador- agitador (Innova40, IncubatorShaker Series).

Equipamiento extraccién y cuantificacion ARNm.
» Pipetas.

e Tubos conicos de plasticos.

e Centrifugadora Centronic BL P Selecta.

» Cabina de extraccion de flujo laminar.

* NanoDrop 2000.

* Microscopio.

e Microcentrifuga (MiniSpin, Eppendorf).

e Equipamiento PCR cuantitativa y RT-PCR

» LigthCycler (Roche).

e TermocicladorGene AM PCR System 9700.
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* Low Input Quick Amp Labeling Kit, One Color.

* ARN Spike-In, One color.

» Kit de Hibridacion de Expresién génica.

» Blufer de lavado 1.

» Blufer de lavado 2.

e Agua destilada libre de DNAsas y RNAasas.

e Agua Mili-Q o equivalente.
* Mini Kits RNeasy
» Etanol 100%.

Reactivos extraccion y cuantificacion ARNm.

e Trizol.

Reactivos PCR cuantitativa y RT-PCR.

e LightCycler Fast Start Master SYBR Green | (Roche).

» Advantage RT for PCR kit (Clontech).

1.3. Soluciones.

Soluciones tampén.

PBS: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, Na2HPO4 9.1 mM y agua

destilada.
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2. Métodos:

2.1. Obtencion de las muestras de semen.

Las muestras para nuestro estudio proceden de muestras de semen de
pacientes que acuden a la clinica de reproduccion asistida por problemas de
infertilidad. Las muestras seminales se obtuvieron del Laboratorio de Andrologia y
de Semen-FIV de la clinica IVI de Valencia.

Dadas la implicaciones éticas y relativas a los derechos de los pacientes,
este proyecto fue aprobado por el por el Comité Etico de Investigacion Clinica del

Instituto Valenciano de Infertilidad.

Se utilizaron pequefias alicuotas de muestras de semen de pacientes que
iban a someterse a un ciclo de reproduccién asistida. Los requisitos para
seleccionar las muestras dependian del tratamiento de reproduccion asistida al que

se sometia la pareja.

Debemos tener en cuenta que el estudio de la infertilidad es complicado,
desde el punto de vista que estamos estudiando un resultado (gestacién o no) a
partir del estudio de dos entes individuales, un hombre y una mujer o mas
concretamente un gameto femenino y otro masculino. En nuestro caso estamos
estudiando el factor masculino y asocidndolo a la consecucién o no de una
gestacion, de modo que debemos estandarizar al maximo el factor femenino, para
que interfiera lo minimo en nuestro estudio. Sabemos que hay muchos factores que
pueden causar esterilidad y que es practicamente imposible controlarlos todos para
ver cémo afecta de manera exclusiva el factor masculino, aunque intentamos
minimizar este hecho cifiéndonos a unos criterios de inclusién que nos permitan

reducir los otros factores que no sean el masculino.

Generalmente cuando una pareja va a someterse a un ciclo de alguna de

las técnicas de reproduccion asistida que se llevan a cabo en las clinicas IVI, el
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hombre debe recoger mediante masturbacién una muestra de semen ya sea en su
casa 0 en las instalaciones de las clinicas designadas para tal uso, teniendo en
cuenta que la muestra debe estar en las instalaciones del VI, para procesarla,

antes de una hora tras la recogida.

Una vez el paciente llegaba con su muestra de semen y accedia a
participar en el estudio, del que previamente habia sido informado en alguna de las
primeras visitas previas al tratamiento, procediamos a retirar una pequefia alicuota
o porcion de la muestra de semen (se trataba de un volumen muy pequefio que no
comprometia las tasa de éxito del ciclo al que se sometian) que se iba a usar para
el posterior TRA para el estudio de microarrays. Esta pequefia porcién correspondia
a los restos de la muestra de semen que se quedaban en el recipiente estéril donde
el paciente habia recogido su muestra una vez los andrélogos procesaban dicha
muestra para el tratamiento de reproduccion asistida correspondiente.

Las muestras se obtuvieron por masturbacion de pacientes que acudian a
someterse a algun tratamiento de reproduccién asistida. Todos guardaron una
abstinencia de 2-3 dias y tras la recogida de la muestra hasta su posterior andlisis

no se sobrepasaron los 60 minutos.

Los eyaculados se licuaron a 37°C y al 5% de CO, durante 30 minutos,
transcurridos los cuales, se realizd el espermiograma obteniendo de este modo la
informacion sobre el volumen seminal, la concentracion de espermatozoides y la

movilidad de estos.

El espermiograma se realizd depositando 0,10 ml en una camara Macklery
contando bajo un microscopio a 400 aumentos.
Posteriormente todas las muestras se procesaron por la técnica del swim-

up o gradientes de densidad para llevar a cabo la pertinente TRA.
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2.1.1. Inseminacién Artificial Homéloga.

Se recogieron de manera sistematica alicuotas de entre 150 y 500 ul de
eyaculados de pacientes infértiles que se sometian a su primer ciclo de IAH. Las
parejas acudian transcurrido minimo un afio manteniendo relaciones sexuales con
asiduidad y sin usar ningn método anticonceptivo sin haber logrado un embarazo.
Todos los pacientes presentaban parametros seminales normales segun la
clasificaciéon de la OMS y sus parejas eran todas menores de 37 afios y no
presentaban ninguna patologia que pudiera explicar o asociarse a la infertilidad

como las enumeradas a continuacion:

. Sindrome del ovario poliquistico.

. Endometriosis.

. Fallo ovarico.

. Falta de permeabilidad tubarica (Ambas trompas de Falopio deben

presentar permeabilidad).

. Perfiles hormonales alterados (Niveles altos de FSH, LH, testosterona o
androstendiona).

. Anovulacion.

. Problemas en el moco cervical (Moco cervical de caracteristica

antiestrogénicas que esta deteriorado y puede afectar al transporte espermatico).

. Malformaciones uterinas (Utero septado, bicorne, didelfo y unicorne.)

. Quistes o tumores ovaricos.

. Enfermedad inflamatoria pélvica.

. Obesidad (Mujeres con un IMC>30).

. Enfermedad de tiroides.

. Diabetes mellitus.

. Enfermedad renal o suprarrenal.

. Habitos téxicos (tabaquismo, alcoholismo o drogadiccién).

. Estrés tanto fisico como psicologico (por ejemplo mujeres que esté bajo

tratamiento psiquiatrico farmacologico (ansioliticos y antidepresivos)).
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Las muestras llegaban al laboratorio de andrologia, se introducian en el
incubador y tras su total licuefaccion se procedia a retirar la pequefia alicuota que
se utiliza para el estudio. El resto de la muestra se procesaba mediante el método

de swim-up para posteriormente realizar la inseminacion artificial a la paciente.

Se tomaron las alicuotas, se lavaron en 3 ml de PBS, se centrifugaron 10
minutos a 2200 rpm, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet (los
espermatozoides) en 1 ml de Trizol. A continuacion se congelaron las muestras
resuspendidas en Trizol en un criotubo por inmersién directa en nitrégeno liquido,
para después almacenarlas en un tanque seco de nitrdgeno hasta su posterior

extraccion de ARNm.

En los ciclos de IAH se estimuld tanto con la hormona estimulante de
foliculos, FSH (Follicle-stimulating hormone) (Gonal-F; Serono S.A,,
SpainorPuregon; Schering-Plough Espafola, Spain) como con hMG (human
menopausegonadotropin) (Lepori; FarmalLaboratories, Spain; o Menopur; Ferring,
Spain). La estimulacion se iniciaba en el dia 3 del ciclo con dosis entre 75 y 150 Ul.
La foliculometria se monitorizaba via ecografia vaginal y siguiendo los niveles de
estradiol. Cuando el tamafio del foliculo dominante era de alrededor de 18
milimetros la paciente recibia 10000 IU de hCG (Human ChorionicGonadotropin)
(Profasi 10 000 Ul; Serono S.A., Spain). La pacientes se inseminaron entre las 12 y

36 horas siguientes tras la inyeccion de hCG(Garrido et al., 2007).

Periddicamente se comprobaban los resultados de la prueba de la B-hCG
(denominada cominmente como prueba de embarazo) seguido de la confirmacion
por ecografia del saco gestacional, para saber cuales de las parejas de las que
habiamos guardado parte de su eyaculado habian logrado dejar embarazadas a

sus parejas y cudles no.
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2.1.2. Fecundacion In Vitro .
Se recogieron de manera sistematica muestras de semen de pacientes que
se sometian a una Fecundacion in Vitro con ovocitos de donantes sanas y fértiles.
Se usan ovocitos procedentes del programa de ovodonacion de mujeres
jovenes, sanas y que ya habian sido conseguido gestaciones anteriores. Usando
estos ovocitos, que se suponian de maxima calidad, estandarizabamos al maximo

el factor femenino.

El procesado y almacenaje de las muestras se realiza de igual manera que

en el caso de las IAHSs.

Las mujeres receptoras no debian presentar:

. Endometriosis.

. Malformaciones uterinas (Utero septado, bicorne, didelfo y unicorne.)
. Fallos previos de implantacion.

. Quistes, polipos o tumores uterinos.

. Enfermedad inflamatoria pélvica.

. Obesidad (Mujeres con un IMC>30)

. Enfermedad de tiroides.

. Diabetes mellitus.

. Enfermedad renal o suprarrenal,

. Habitos toxicos (tabaquismo, alcoholismo o drogadiccién)

. Estrés tanto fisico como psicolégico (por ejemplo mujeres que esté bajo

tratamiento psiquiatrico farmacoldgico (ansioliticos y antidepresivos)).
En cuanto a las mujeres donantes de ovocitos debian ser menores de 30

aflos y que hubieran logrado una gestacion previa, bien dentro del programa de

ovodonacién o por descendencia propia.
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Para la estimulacién de las donantes se utilizaron tanto antagonistas como
agonistas de la GnRH. Para estos Ultimos se utiliz el protocolo largo (Diaz et al.,
2000). Este consiste en administrar 0,1 miligramos deleuprolide (Procrin; Abbott
S.A., Spain) o triptorelina (Decapeptyl; IpsenPharma; Spain) a mitad de fase Ildtea
del ciclo anterior. Una ecografia via vaginal del ovario y unos niveles de estradiol
determinados (niveles de estradiol en plasma <60 picogramos/mililitro (200
picomoles/litro))nos indica que el ovario estd en reposo. En este momento se
reduce la dosis de analogo a 0,05 miligramos hasta el dia de administracion de
lahCG.

Los antagonistas de la GnRH (Gonadotropin-realising hormone) se usaron
siguiendo el protocolo de dosis baja(Bosch et al., 2003): a partir del dia 6 de la
estimulacién se administré 0,25 miligramos de antagonista Cetrotide (Cetrorelix;

Serono S.A., Spain) hasta el dia de la administracion de la hCG.

2.1.3. Inyeccion Intra-citoplasmatica de espermato zoides (muestras en
fresco).

En este caso, se recogieron de manera sistematica muestras de semen en
casos en los que de una donante se obtenian suficientes ovocitos para donar a dos
parejas diferentes, sometiéndose cada una de ellas a una ICSI con semen fresco de
sus respectivas parejas, quedando una de ellas embarazada y la otra no. En estos
casos, las muestras de semen pueden ser patolégicas y generalmente no cumplen
los criterios de normalidad de la OMS. El procesado y almacenamiento de las

muestras se realiz6 de manera idéntica a las de las IAH y FIV.
Finalmente extrajimos el ARNm de aquellos casos en los que siendo

ovocitos de la misma donante, una de las parejas lograba quedarse embarazada y

otra no.
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Las mujeres recipientes no debian padecer:

. Endometriosis.

. Malformaciones uterinas (Utero septado, bicorne, didelfo y unicorne).
. Fallos previos de implantacion.

. Quistes, polipos o tumores uterinos.

. Enfermedad inflamatoria pélvica.

. Obesidad (Mujeres con un IMC>30).

. Enfermedad de tiroides.

. Diabetes mellitus.

. Enfermedad renal o suprarrenal.

. Habitos téxicos (tabaquismo, alcoholismo o drogadiccién).

. Estrés tanto fisico como psicolégico (por ejemplo mujeres que esté bajo

tratamiento psiquiatrico farmacologico (ansioliticos y antidepresivos)).

En cuanto a las mujeres donantes de ovocitos debian ser menores de 30
aflos y que hubieran logrado una gestacion previa, bien dentro del programa de

ovodonacién o por descendencia propia.

Para la estimulacion ovérica de las donantes se us6 el mismo protocolo

descrito en el punto anterior en el caso de la FIV.

2.1.4. Inyeccion Intra-citoplasmatica de espermato zoides (muestras crio-
conservadas).

En este caso la, el disefio experimental y las indicaciones, son idénticas a
las descritas en el punto anterior en el caso de muestras de semen fresco que se
destinan para una ICSI, pero con muestras de semen de pacientes que habian sido

previamente crio-conservadas.
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2.1.4.1. Crio-conservacion de semen.

Una vez llega la muestra al laboratorio de andrologia se deja licuar en el
incubador. Una vez licuada, se retira una gota para realizar el espermiograma y el
resto se lava con medio de cultivo. Una vez lavadas, se resuspenden en una
solucién crio-protectora. En el caso de la clinica VI Valencia, donde se ha realizado
la presente tesis doctoral, se utiliza un crio-protector compuesto de yema de huevo
y la muestra se congela en forma de pildoras sobre una superficie de hielo seco y

se almacenan en un banco de nitrégeno seco (Figuras 1-MM y 2-MM) .

Figura 1-MM: Congelacion de semen en forman de pildoras sobre superficie de una

pastilla de nieve carbénica.
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2.2. Esquema de los experimentos de microarrays.

Los experimentos de microarrays son muy costosos y el contenido de
ARNm de los espermatozoides es muy poco si lo comparamos con otros tipos
celulares, de modo que no se analizaron de manera individualizada las muestras,
sino que para cada TRA, procedimos a hacer una agrupaciéon (cominmente
denominado pool) con las muestras que lograban embarazo y otro con las muestras
gue no lo alcanzaban y fue con cada uno de esos pooles con los se realizaron los
experimentos de microarrays(Horcajadas et al., 2007, Garcia-Herrero et al., 2011,

Garcia-Herrero et al., 2009,Diaz-Gimeno et al., 2011) .

Resumiendo, para cada TRA realizamos 2 microarrays, uno con el pool de
muestras que lograban embarazo, y que denominamos Grupo E y otro con el pool

de muestras de las que no lo lograban y al que nos referiremos como grupo NE.

Para la realizacion de este estudio se utilizaron microarrays de expresion
génica de genoma completo de Agilent (Whole Human Genome Microarray,
4X44K).Este microarray nos proporciona una vision general que representa todos

los genes transcritos en el genoma humano.

El kit comercial nos proporciona una plataforma en un slide de cristal que
contiene 4 microarrays de genoma completo. El tamafio del slide es de
aproximadamente 75X25 milimetros. El tamafio de las sondas es de 60mer y estas

fueron impresas mediante la tecnologia SurePrint.

La realizacién de los microarrays se realiz6 como indica el manual del
usuario que nos proporciona la casa comercial de  Agilent.
(http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G4140-

90040 GeneExpression_One-Color v6.0.pdf).
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2.2.1. Extraccion y cuantificacion del ARNm.

De la muestra y antes de que esta se sometiera al proceso de swim-up o de
gradientes de densidad, retirdbamos una pequefia alicuota de entre 150 y 500ul,
gue es la cantidad que usabamos posteriormente para llevar a cabo los
experimentos de microarrays, Yy lo depositabamos en un tubo cénico de plastico,
lavabamos con 3 ml de PBS y centrifugabamos 10 minutos a 2200 rpm. Una vez
centrifugado, descartdbamos el sobrenadante y resuspendiamos el pellet en 1 mi
de Trizol. Pasdbamos a un criotubo de 1,8 ml y congelabamos por inmersion en
nitrégeno. Finalmente almacendbamos en un banco seco de nitr6geno hasta la

posterior extraccion del ARNm.
El ARN mensajero se extrajo mediante el método del TRIZOL en campana

extractora de flujo laminar vertical (Figura 3-MM) :

Figura 3-MM: Campana de extraccion de flujo laminar vertical, indicada para

trabajar con productos toxicos y volatiles como el trizol o el cloroformo.
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Se afiadian 200 pl de cloroformo (relacion 1:5 respecto a la cantidad inicial
utilizada de Trizol), agitdbamos fuertemente la mezcla con la ayuda de un vortex y
se incubaba a temperatura ambiente 3-4 minutos. Centrifugabamos 15 minutos a
12000 rpm a 4°C, descartdbamos el sobrenadante y resuspendiamos el pellet en
isopropanol dejandolo en incubacién a -20°C durante toda un noche. Transcurridas
las doce horas con el isopropanol, agitabamos y centrifugdbamos 12 min a 12.000
rpm a 4°C, descartdbamos sobrenadante y resuspendiamos en 0,5 ml de etanol
en agua-DEPCal 70%. Centrifugdbamos a 7500 rpm, 10 min a 4°C, descartabamos

el sobrenadante y resuspendiamos el pellet en 15 pl de agua-DEPC.

Congelabamos a -80°C en un tubo eppendorf de 2 ml. Por lo tanto, al final

obteniamos una suspension del ARNm en 15 ul de agua-DEPCC.

La cuantificaciéon se realizé con un el espectofotémetroNanoDrop(Figura 4-
MM) que es un potente espectofotdmetro basado en el pipeteo de microvolimenes
(en nuestro caso de 1,5 pl) directamente sobre un pedestal plano donde se

encuentra el extremo de la fibra éptica.

Figura 4-MM: Nanodrop.
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Con este aparatado no es necesario el uso de dispositivos como las
cubetas, NanoDrop usa la tecnologia de la fibra optica y de la tensidn superficial, las
muestras son depositadas entre dos superficies 6pticas (formado un puente de
liquido por la tension superficial) que definen la longitud de onda.

La eliminacién de elementos como las cubetas nos permite que se mida la

absorbancia cambiando la longitud de onda a tiempo real para una muestra dada.

Las concentraciones que miden van desde 0,2ng/ul hasta 3700ng/ ul, lo que
nos evita llevar a cabo diluciones o hacer cualquier razonamiento acerca de la
concentracion inicial de la muestra antes de medirla. Ademas la exposicion de la
muestra directamente sobre las superficies Opticas eliminan las interferencias
causadas por la luz que incide y es transmitida a lo largo de las paredes de las

cubetas, por ejemplo.

La calidad se evalu6 en un principio con el mismo espectrofotometro que
nos da un valor del ratio (260/280). Los acidos nucleicos absorben la luz ultravioleta
con un pico de absorcién a 260 nm. Dentro del espectofotometro, la muestra se
expone a una luz ultravioleta a 260nm y el fotodetector mide la luz que pasa a
través de la muestra. A mas luz absorbida mayor es la concentraciéon de acido

nucleico (en este caso ARNm) que hay en la muestra.

Es muy comun que los acidos nucleicos estén contaminados por otra serie
de moléculas como proteinas, fenoles u otros compuestos organicos, de ahi que se
mida la absorcién a 260nm. Normalmente estas moléculas tienen otros picos de
absorcién, por lo tanto comparamos la absorcion de la muestra a 260 y se
comparan con otros espectros de absorcion a diferentes longitudes de onda para

saber cual es la contaminacién por cada uno de los compuestos.
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La contaminacion mas frecuente es la que se da por las proteinas que
absorben a 280 nm, por eso se mide la absorcion a 260, se compara con la
absorcién a 280 y podemos saber cudl es la contaminacion por proteinas.

Este ratio debera situarse entre 1,8-2,1.

También se midié el ratio 260/230, ya que compuestos fendlicos como el

Trizol, absorben a esta longitud de onda.

2.2.2. Experimentos de microarrays en IAH.

Una vez identificadas la muestras que lograban o no un embarazo
rescatamos sus correspondientes muestras de espermatozoides congeladas a -
180°C en Trizol para proceder a su extraccion de ARNm y se escogieron 10 por
grupo (aquellas que presentaban la mejor calidad y cantidad de ARNm) para

realizar los experimentos de microarrays.

Dividimos las muestras en dos grupos, Grupo E o el que logra embarazo y
Grupo NE o los que no lo logran. Con las diez muestras de cada grupo procedimos
a realizar un pool para obtener finamente 2 pooles de muestras para hacer los
microarrays, uno con las 10 muestras E y otro con las muestras NE. Cada una de
las 10 muestras de cada pool contribuia con la misma cantidad de ARNm al pool.
Por ejemplo, si para realizar el microarray necesitamos un cantidad total de 1000ng,
cada muestra deberia contribuir con 100ng, por lo que debia calcular el volumen
que habia que poner de cada una de las diez muestras de cada uno de los dos
grupos (E y NE) para que fuera esa la cantidad aportada por cada una de las
nuestras seleccionadas para el estudio. Los microarrays se realizaron por duplicado
técnico, esto es que con cada uno de los pooles se hacian 2 microarrays, por lo
tanto finalmente teniamos 2 microarrays para el grupo E y otros 2 para el grupo NE
(Figura 5-MM) .
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Figura 5-MM: Esquema del experimento de microarray con las muestras de
pacientes que se someten a una IAH. La pareja A logra quedarse embarazada
(Grupo E) y la B no (Grupo NE). Se utilizaron un total de 10 muestras por grupo, y

con los pooles de cada grupo se realizaron los microarrays por duplicado.

X10

2.2.3. Experimentos de microarrays en FIV.
Dividimos las muestras en dos grupos, Grupo E o el que logra embarazo y

Grupo NE o los que no lo logran.

Finalmente se escogieron 8 muestras, 4 que lograban el embarazo (Grupo
E) y 4 que no (Grupo NE). Se procedio a hacer los pooles con las muestras de cada
grupo y se realizaron los microarrays (por duplicado técnico) (Figura 6-MM) . Cada
una de las 4 muestras de cada pool contribuye con la misma cantidad de ARNm en

el pool.
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Figura 6-MM: Esquema del experimento de microarray con las muestras de
pacientes que se someten a una FIV con ovocitos de donante. La pareja A logra
guedarse embarazada (Grupo E) y la B no (Grupo NE). Se utilizaron un total de 4
muestras por grupo, y con los pooles de cada grupo se realizaron los microarrays

por duplicado.
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2.2.4. Experimentos de microarrays en ICSl semenf resco.

Dividimos las muestras en dos grupos, Grupo E o el que logra embarazo y
Grupo NE o los que no lo logran. Finalmente se consiguieron 5 casos, 5 muestras
gue lograron embarazo (Grupo E) y otras 5 que no (Grupo NE) y con cada uno de
los grupos se realizaron 2 pooles uno con el grupo E y otro con el grupo NE, y con
esos dos pooles se realizaron los microarrays (al igual que en el caso de las IAHs y

las FIV, los microarrays se realizaron por duplicado técnico) (Figura 7-MM) .

2.2.5. Experimentos de microarrays en ICSI con sem  en crio-conservado.
El disefio experimental y el nimero de muestras empleadas son idénticos al
utilizado en el caso de las comparaciones realizadas con las muestras de semen en

fresco para la ICSI (Figura 7-MM) .
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Figura 7-MM: Esquema delexperimento de microarray con las muestras de
pacientes que se someten a una ICSI con ovocitos de donante. La pareja A logra
guedarse embarazada (Grupo E) y la B no (Grupo NE). Se utilizaron un total de 5
muestras por grupo, y con los pooles de cada grupo se realizaron los microarrays

por duplicado.
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2.3. Experimentos de microarrays (Procesado, escan eado y analisis de los
datos).

Todas las muestras se hibridaron en el WholegenomeOligo Microarray
(Agilentetechnologies, Madrid, Spain) en el que hay mas de 40.000 sondas de ADN

humano.

El protocolo para la preparacion y la hibridacion de las muestras de semen

fue adaptado del manual del usuario.

En primer lugar se generaron sondas de ADN complementarios (ADNc) de

una sola cadena incubandolo con retrotranscriptasa reversa dos horas a 42°C y la
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segunda cadena a 16°C durante otras dos horas. Los oligonucleétidos que se
utilizan en la primera cadena contienen las secuencias del promotor de la T7 ARN
polimerasa por lo que posteriormente se realizara la transcripcion in vitro y el
marcaje con el Cy3 por medio de la T7 ARN polimerasa a 37°C durante 14 horas
(todo incluido en el kit de marcaje de Quick-AMP de Agilent Technologies). La
sintesis de ARNc suele alcanzar los 4,5 pg. A continuacién purificAbamos el ARNc
mediante columnas (QIAGEN, Barcelona, Spain), entonces el ARNc se
fragmentaba a 94°C durante 20 minutos, en fragmentos mas pequefios que iban
desde las 35 a las 200 pares de bases. Los fragmentos de ARNc sehibridaron en el
microarray durante 17 horas de incubaciéon en constante rotacién en el horno a
65°C (Figura 8-MM ). Transcurridas las 17h se lavaron en dos pasos de un minuto
con 2 buferes de lavado (Figura 9-MM). Los microarrays se escanearon con el
GenePix 4100A Microarray Scanner (Figura 10-MM) (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) y los datos fueron analizados con el programa de software

GenePix Pro 6.0(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Figura 8-MM: Horno de hibridacion.

Hibridization Chamber
gasket slides
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Figura 9-MM: Los lavados del microarray se realizan con un agitador magnético.

Figura 10-MM: GenePix 4100A Microarray Scanner.

2.4. Perfiles de expresion.

El perfil de expresion diferencial se determind mediante la comparacién del
grupo E y NE, para cada una de TRAs estudiados en esta tesis, usando test no
paramétricos con dos criterios para definir los genes que presentaban una cantidad
de ARNm para un transcrito o ARN determinado alterada en un grupo respecto del

otro, y los definimos como Genes Diferencialmente Expresados (GDE).
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Ademas de los GDE, también se definieron aquellos genes que sélo se
expresaban en uno de los grupos (Grupo E o NE) para cada una de las TRA

estudiadas.

Debemos de tener en cuenta que en la expresion génica, no sélo cuentan
aquellos genes que, expresandose tanto en el Grupo E como el NE, lo hacen en
diferente proporcién (GDE), también son importantes aquellos genes que

expresandose en uno de los grupos esta ausente en el otro (GE).

2.4.1. Genes diferencialmente expresados.

Para definir a un gen como GDE debia cumplir los siguientes requisitos:
expresarse en ambas situaciones biolégicas (esto es tanto en el grupo E como en el
grupo NE), presentar una tasa de cambio (TC) absoluta de 2 o mas veces (esto es
que la expresion de un gen sea el doble o mas en un grupo que en el otro) y tener

un p-valor menor de 0,05.

2.4.2. Genes exclusivos.

Son genes que solo se expresan en uno de los grupos (Grupo E o Grupo
NE) y que deben presentar un nivel de sefial en el microarray superior a la sefal
correspondiente del ruido de fondo, que es diferente para cada uno de los
experimentos y que es el resultado de la media de la sefal correspondiente a los

controles negativo mas dos veces la desviacién estandar.

2.4.3. Genes descritos en procesos reproductivos.

Se realizd una blsqueda sistematica con ayuda del Gene Ontology de
procesos biolégicos relacionados con la reproduccion, y se hicieron listas de los
genes que estaban descritos en ellos. Posteriormente, comparabamos los listados

de tanto de GDE como de GE de cada uno de nuestros experimentos con estos
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listados elaborados a partir del Gene Ontology, para encontrar los GDE y GE que
estuvieran previamente descritos en alguno de los siguientes procesos relacionados
con la reproduccion:

Acrosoma (G0:0001669), Reaccién del acrosoma (GO:0007340), Unién del
espermatozoide a la zona pelicida (GO:0007339), Proceso reproductivo
(GO:0022414) , Generacion de gametos masculinos (G0:0048449), Copula
(GO:0007620), Implantacion embrionaria (GO:0007566), Desarrollo embrionario
(G0O:0009790),Embarazo (GO:0007565), Fecundacién (GO:0009566), Desarrollo de
los genitales (GO:0048806), Desarrollo para las células germinales (GO:0007281),
Desarrollo de las génadas (G0O:0008406), Inseminacion (GO:0007320), Desarrollo
de la placenta (GO:0001890), Reproduccién (GO:0000003), Reproduccidon Sexual
(GO:0019953), Movilidad espermatica (GO:0030317), Desarrollo de las
espermatidas (GO:0007286) y Espermatogénesis (GO:0007283) (Entre paréntesis

el cédigo de ese proceso dentro del Gene Ontology).

Como ya se advertia en la introduccién, el analisis ontologico de los datos
expuestos en esta tesis pueden variar ligeramente, ya que estas bases de datos se
actualizan contantemente y nuestros datos fueron analizados por Ultima vez en
febrero de 2012. Sin embargo por las contantes busquedas que se han hecho
durante la realizacién de la presente tesis sabemos que los datos apenas pueden

variar.

2.4.5. Andlisis ontoldgico.

La bisqueda de informacion también se realizé en el sentido inverso,
buscar aquellos términos ontolégicos que estaban estadisticamente afectados
segun nuestros listados de GDE y GE obtenidos tras los experimentos de

Estos listados se analizan con la herramienta bioinforméatica de DAVID
genes (http://david.abcc.ncifcrf.gov/), que nos proporcionara, para cada lista

introducida una serie de términos ontoldgicos (Procesos Bioldgicos, Componentes
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Celulares y Funciones Moleculares) estadisticamente afectados, asi como una serie

de rutas metabdlicas.

Tras todos los experimentos de microarrays obtenemos un total de 8
listados de GDE (GDE E y NE para cada una de las comparaciones realizadas) y
otras 8 listas de GE. A la hora de estudiar aquellos términos ontologicos
estadisticamente afectados, los listados de GDE de los grupos E y NE de cada
experimento se analizan conjuntamente, ya que son genes presentes en ambos
grupos y que esté sobre o infra-expresado afecta a ambos grupos (el hecho de que
un gen esté sobre-expresado en un grupo respecto a otro puede significar que
verdaderamente lo esté o que en el otro grupo esté infra-expresado, por ello se
analizaran conjuntamente los listados de GDE de los grupos E y NE para cada
experimento de microarrays), sin embargo los listados de GE se tratan de manera
individual, por un lado los del grupo que embaraza y por el otro el que no, ya que
estos genes so6lo se presentan en ese grupo determinado y sélo afectan a ese
determinado grupo. El esquema del analisis de los datos se representa en la figura
11-MM.
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Figura 11-MM: Esquema del andlisis de los listados de GDE y GE de los grupos E

y NE para cada una de las comparaciones realizadas.

sopeloase
a)uawWeonsIpelss
swial 09

soAnonpoudal
sosadsoud
U S0JI9SaP SaUdD

39O opEls!]

sopejoaje
sjusWeINSIpRISS
swis)l 09

3ao opesi

3N odnio

| o

soAnonpoudal
sosaso.d
U9 S0)IIS3aP SBUdD

sopelosje
alusWeINS|peISd
swia) 09

3ao opesi

70

soAnonpoudal
sosad0.d
U3 S0)IIS3aP SBUDD

39O opEls!]

/ _ 3 odnio




Transcriptomica de la infertilidad masculina
Material y Métodos

Sandra Garcia Herrero. 2012

2.5. Validacién de los microarrays.
Los resultados de los microarrays se validaron mediante la técnica de la

PCR cuantitativa.

2.5.1. Disefio cebadores.

Se utilizaron herramientas en linea para generar los cebadoresespecificos
para los genes seleccionados. En un primer lugar se buscé la secuencia completa
del gen(http://www.ensembl.org/index.html), y se escogié el fragmento del gen
sobre el que queriamos disefiar el cebador. Si el gen presentaba diferentes
variantes, debiamos buscar aquellos fragmentos que eran comunes a todas ellas
para poder disefiarlo sobre este fragmento en comuin. Para la confeccion del
cebador utilizamos la herramienta en linea Gene Fisher(http://bibiserv.techfak.uni-

bielefeld.de/genefisher/old.html).

Las condiciones de disefio de los cebadores fueron los siguientes: La
longitud del cebador debia estar entre 19 y 21 pares de bases (pb), con una
temperatura de melting (tm) que oscilara entre 59-61°C y con un producto de PCR
de entre 200 y 220 pb con un contenido de G-C de 45-55%.

El programa GeneFisher, generaba entoncesun determinado nimero de
pares de cebadores segun nuestras condiciones de disefio y es en este momento
en el que los iremos sometiendo a un BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Esto consiste en ver hasta qué punto son
especificos respecto del gen que hemos elegido ya que a veces un cebadorpuede
amplificar tanto el fragmento del gen lo hemos disefiado, como fragmentos de otros

genes.
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Finalmente analizamos caracteristicas bioquimicas fisico-quimicas de los
cebadores como la probabilidad de que formen heterodimeros u homodimeros

(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx).

2.5.2. PCR cuantitativa.
Los cebadores se pidieron a la casa comercial de Invitrogen y estos nos

llegaban liofilizados en viales de plastico.

Debiamosprestar atencion a las especificaciones fisico-quimicas que nos
proporciona el fabricante. Generalmente llegaban en concentraciones Mol/L y
habia que dejarlos en 100uM.

Por ejemplo, si teniamos una concentracion de 39,3 nmoles, le afiadiamos
393 ul de agua-DEPC y lo manteniamos 10 minutos a temperatura ambiente.
Transcurridos estos 10 minutos se almacenaba a una temperatura de -20°C.

Para realizar las PCR cuantitativas los utilizamos en diluciones 1/10.

1. Sintesis de ADNc:
1 microgramo de ARN de cada una de las muestras se usé para sintetizar

la cadena de ADN complementaria (ADNCc).

Para la preparacién del ADNc , ponemos en un tubo eppendorf de PCR el
volumen de muestra para tener 1 microgramo de ARN, 1 microlitro de
cebador, Oligodty agua-DEPC tratada hasta completar un volumen de 12,5
pul e incubamos 2 minutos a 70°C, luego se dejaba en hielo hasta el
siguiente paso, que consistia en afiadir a cada muestra un mix compuesto
(Clonctech) de un bufer de reaccion 4 pl/muestra),
desoxirribonucleétidostrifosfato  (ANTPs) (1 pl/muestra), inhibidor

recombinante de la RNasa (0,5 pl/muestra) y la transcriptasa reversa MMLV
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(MoloneyMurineLeukemia Virus) )(1 pl/muestra). Finalmente esta mezcla se
incubaba a 42°C, 60 minutos y una vez transcurrida esa hora se dejaba 4

minutos a 94°C.

Condiciones de ensayo de la PCR cuantitativa.

Cada reaccion (10 pl) contenia 2 pl de la respectiva dilucion de ADNc y 8 ul
de ADN Master SYBR Green | mix (ROCHE) que contiene 1 ul de
cebadores a 10 uM, 0,6 pl de pl de MgCl, a una concentracién de 25mM,
5,8 ul de agua-DEPCy 1 ul de Syber Green. El programa de amplificacion
consistia en un ciclo a 95°C (“hotstart”), seguido de 45 ciclos a 95°C (10
segundos), 60°C (8 segundos) y 72°C (9 segundos). La amplificacién era
seguida de un analisis de curvas de melting usando el programa de un solo
ciclo a 95°C (2 segundos), 55°C (10 segundos) y 95°C. Para todos los
experimentos de PRC llevados a cabo se puso un control negativo para

evaluar la especificidad de las reacciones (Figura 12-MM) .

Figura 12-MM: LightCycler de Roche para la realizacion de PCRs

cuantitativas.
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Los cebadores se disefiaron para los siguientes genes: CTSZ (Homo
sapienscathepsin  Z ,NM_001336), S100A6(Homo sapiens S100
calciumbindingprotein A6 ,NM_014624), IFI30 (Homo sapiensinterferon,
gamma-inducible protein, NM_006332), todos ellos sobre-expresados en
los grupos que lograban el E para las tres TRA estudiadas , IL8 (Homo
sapiensinterleukin 8 ,NM_000584) sobre-expresado en el grupo E en las
muestras de IAH y CYLC2 (Homo sapienscylicin, basicprotein of sperm
head cytoskeleton 2, NM_001340), PLA2G2A (Homo
sapiensphospholipase A2, group A (platelets, synovial fluid) NM_000300 y
COX7B2 (Homo sapienscytochrome c oxidase subunit VIIb2 NM_130902)
gue estan sobre-expresados en los grupos NE de IAH, FIV e ICSI semen
fresco respectivamente.

La secuencia de los cebadoresesta reflejada en la tabla 1-MM.
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Tabla 1-MM: Secuencia de los cebadores utilizados para realizar las validaciones
mediante qPCRs.

FORWARD REVERSE

COX7B2 TTTCCCTTGGCCAGAAATGCA GCTGTAAACACCCATGTAGCA
CTSsz TGCCGAATACCAGGACACCA CCTTATAGGTGCTGGTCACGA
CYLC2 AGCCTCTCAAACCAACTCGTA GAGTCTTTGCCCTTGTCTGCA
IFI30 CCTTCCTGACCATTGTCTGCA GGGTTTCCCATTGACGGTGA
IL8 CTTCTAGGACAAGAGCCAGGA TTGGGGTGGAAAGGTTTGGA
PLA2G2A GATCGCTGCTGTGTCACTCA TAGCAAAACAGGTGGCAGCA
S100A6 GACAAGCACACCCTGAGCAA GTTCCGGTCCAAGTCTTCCA
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Resultados

Y cuando vuelves hay fiesta
en la cocina
y bailes sin orquesta
y ramos de rosas con espinas,
pero dos no es igual que uno mas uno

(Y sin embargo. Yo, mi, me, conmigo. Joaquin sabina)
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1. Valores seminales.

1.1. Muestras de semen de IAH.
1.2. Muestras de semen de FIV.

1.3. Muestras de semen ICSI (muestras en fresco).

1.4. Muestras de semen ICSI (muestras crio-conserv  adas).
2. Extraccibn ARNm muestras de semen.
3. Microarrays muestras de semen de |AH.

3.1. Listado de GDE y EG.

3.2. Genes descritos en procesos biologicos relaci  onados con el proceso
reproductivo.

3.3. Andlisis ontoldgico.

4, Microarrays muestras de semen de FIV.

4.1. Listado de GDE y EG.

4.2. Genes descritos en procesos biologicos relaci  onados con el proceso
reproductivo.

4.3. Analisis ontologico.

5. Microarrays muestras de semen de ICSI (muestras  en fresco):

5.1. Listado de GDE y EG.

5.2. Genes descritos en procesos bhioldgicos relaci onados con el proceso
reproductivo.

5.3. Andlisis ontoldgico.

6. Microarrays muestras de semen de ICSI (muestras  crio-conservadas).
6.1. Listado de GDE y EG.

6.2. Genes descritos en procesos biologicos relaci  onados con el proceso
reproductivo.

6.3. Andlisis ontoldgico.

7. Validacion resultados.
8. Comparaciones entre técnicas.
8.1. GDE.
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8.2. GE.
8.3. Totales.
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1. Valores seminales.

1.1. Muestras de semen de |AH.
En la tabla 1-R (MA), mostramos las principales caracteristicas de las

muestras de semen escogidas para la realizacion de los microarrays (Ver apéndice

).

1.2. Muestras de semen de FIV.
En la tabla 2-R (MA), mostramos las principales caracteristicas de las
muestras de semen escogidas para la realizacién de los microarrays asi como las

indicaciones de los pacientes (Ver apéndice ).

1.3. Muestras de semen de ICSI fresco.
En la tabla 3-R (MA), mostramos las principales caracteristicas de las
muestras de semen escogidas para la realizacién de los microarrays asi como las

indicaciones de los pacientes (Ver apéndice ).

1.3. Muestras de semen de ICSI crio-conservado.
En la tabla 4-R (MA), mostramos las principales caracteristicas de las
muestras de semen escogidas para la realizacion de los microarrays asi como las

indicaciones de los pacientes (Ver apéndice I).
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2. Extraccion de ARNm.

Los resultados de las extracciones de ARNm figuran en la tabla 5-R.

Tabla 5-R: Cantidades y calidades de ARN mensajero de cada uno de los

pacientes seleccionados en la diversas TRAs, medidas con Nanodrop®©.

Paciente ARN Ratio Ratio

[ng/u] 260/280  260/230
C1 392,3 1,57 0,59
X1 49,9 1,50 0,61
< Y1 338,1 1,78 1,11
o L 71 139,8 1,03 0,10
3 = CA 109,4 1,14 0,92
= 2 FA 104,4 1,64 0,30
T o GA 59,4 1,79 0,20
2 LA 231,9 1,61 0,59
& MA 193,2 1,45 0,14
m OA 99,5 1,73 0,61
™ Q1 267,3 1,39 0,60
< R1 234,5 1,47 0,46
= " s1 273,3 1,60 0,26
o Z u1 153,4 1,57 0,26
< o w1 175,3 1,45 0,20
S ) BA 138,5 1,51 0,54
i X IA 184,2 1,57 0,32
Z JA 122,3 1,50 0,60
KA 125,3 1,28 0,29
NA 258,6 1,44 0,56
> L WN1 127,6 1,42 0,28
Qg o WwQ1 247,6 1,67 0,23
& = ws1 609,0 1,64 0,17
o5 o wO1 549,3 1,60 0,25
52 o WAL 59,9 1,82 0,15
i =F- WR1 320,2 1,53 0,22
LL o WL1 49,1 1,97 0,55
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Wwv1
XAl
XD1
XH1
XK1
XO01
XB1

XC1

XG1
XL1
XP1
OAl

OE1
ol1
0oQ1
OX1
OB1
OF1
0J1
OP1
oY1

1217,1

437,2
113,7

63,8
48,8
137,0
46,0

187,2

68,1
139,3
51,6
106,0
61,0
47,5
530,1
113,8
96,0
231,7
173,3
120,1
2477

1,58
1,47
1,62
1,00
1,71
1,42
1,85
1,67
1,46
1,19
1,56
1,63
1,64
1,64
1,46
1,12
1,48
1,52
1,49
1,44
1,41

0,27
0,29
0,60
0,25
0,57
0,21
0,46
0,15

0,43
0,17
0,62
0,34
0,36
0,25
0,58
0,47
0,40
0,55
0,63
0,23
0,27
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3. Microarrays muestras de semen de |AH.
3.1. Listado de GDE y EG.

El nimero total de genes que daban sefial en el microarray de IAH era de
19936 genes. De ellos, 17695 (Figura 1-R), se expresaban en ambos grupos, tanto
en el E como en el NE aunque una vez analizados los datos so6lo 950 de ellos
presentaban una expresion diferencial entre los 2 grupos. Finalmente se detectaron
un total de 756 GDE en el grupo que lograba el embarazo (grupo E) y 194
presentaban una expresién diferencial en el grupo que no lo lograba (grupo NE)
(Tablas 6-R vy 7-R  Material adicional (MA) ).Como las tablas 6 y 7 son muy
extensas, en las 6.1-R y en la 7.1-R ponemos sélo aquellos 10 genes con una

mayor tasa de cambio en ambos grupos (grupo E y NE respectivamente).

Figura 1-R: NTG, numero total de genes expresados; GE, genes exclusivos; GDE,

genes diferencialmente expresados.

NTG 19936
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Tabla 6.1-R: Los 10 genes diferencialmente expresados con una mayor tasa de
cambio en el grupo que logra un embarazo tras una IAH. En la columna 1 se indica
en nombre del gen, en la columna 2 el nimero de acceso de GenBank, en la

comuna 3 la tasa de cambio y en la columna 4 el p-valor.

NUmero de acceso GenBank Tasa de cambio

FCGR3A NM_000569 0,0000
OSM NM_020530 19,60 0,0000
FPR1 NM_002029 18,49 0,0000

CXCL1 NM_001511 17,83 0,0000
AQP9 NM_020980 17,75 0,0000

TMEM154 NM_152680 16,21 0,0005
PI3 NM_002638 15,96 0,0007

LILRB2 NM_005874 15,35 0,0000

VNN2 NM_004665 15,22 0,0000
APOBEC3A NM_145699 14,10 0,0040
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Tabla 7.1-R: Los 10 Genes diferencialmente expresados con una mayor tasa de
cambio en el grupo que no logra un embarazo tras una IAH. En la columna 1 se
indica en nombre del gen, en la columna 2 el nimero de acceso de GenBank, en la

comuna 3 la tasa de cambio y en la columna 4 el p-valor.

Numero de acceso Tasa de
GenBank cambio

AK000872 AKO000872 0,0254
ENST00000303697 ENST00000303697 5,13 0,0266
ZNF224 BC002889 4,68 0,0000
FLJ20581 ENST00000331849 4,55 0,0133
CAMK2N2 NM_033259 4,45 0,0097
CGB1 NM_033377 4,26 0,0166
THC2541992 THC2541992 3,98 0,0135
THC2609820 THC2609820 3,87 0,0150
LCE2D NM_178430 3,75 0,0082
VPS18 NM_020857 3,70 0,0101

Nombre

Cuando se analizaron los genes que solo se expresaban en uno de los
grupos se detectaron 1068 (Tabla 8-R MA) en el grupo que embarazaba y 1173 en
el que no lo conseguia (Tabla 9-R MA) Como las tablas 8 y 9 son muy extensas, en
las 8.1-R y en la 9.1-R ponemos sdlo aquellos 10 genes con una mayor sefial de
fluorescencia en ambos grupos (grupo E y NE respectivamente). El valor de corte
para considerar una expresion positiva se estableci6 en 6,789 unidades de

fluorescencia.
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Tabla 8.1-R: Los 10 genes exclusivos expresados en el grupo que logra un
embarazo (grupo E) tras una IAH con un mayor valor de intensidad de
fluorescencia. En la columna 1 se indica en nombre del gen, en la columna 2 el

namero de acceso de GenBank y en la comuna 3 el valor de fluorescencia.

Nombre NUmero de acceso de GenBank Valor de fluorescencia

ILBRA NM_000634 9,916
CYSLTR2 NM_020377 9,732
AK055428 AK055428 9,647

P2RY14 NM_014879 9,517
C8orf39 AF116672 9,500

PRG1 NM_002727 9,372

IFIT2 NM_001547 9,344

BTNL8 NM_001040462 9,218

STK4 NM_006282 9,175

SIKE NM_025073 9,054
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Tabla 9.1-R: Los 10 genes exclusivos expresados en el grupo que no logra un
embarazo (grupo NE) tras una IAH con un mayor valor de intensidad de
fluorescencia. En la columna 1 se indica en nombre del gen, en la columna 2 el

namero de acceso de GenBank y en la comuna 3 el valor de fluorescencia.

Nombre Numero de acceso de GenBank Valor de fluorescencia

THC2638360 THC2638360 10,428
CDC37L1 NM_017913 10,382
THC2547195 THC2547195 9,875
NOX1 NM_007052 9,461
CLCNKB NM_000085 9,147
THC2555234 THC2555234 9,069
THC2648250 THC2648250 9,022
NETO1 NM_138966 8,873
THRSP NM_003251 8,815
AADAC NM_001086 8,264

3.2. Genes descritos en procesos biolégicos relaci  onados con el proceso
reproductivo.

Una vez se obtuvieron los listados de GDE y GE de ambos grupos, los
comparamos con la matriz de genes descritos en procesos biolégicos relacionados
con la reproduccién segun el Gene Ontology de todos los genes de nuestro listado
(Ver apartado 2.4.3 de Materiales y Métodos).

38 GDE (Tabla 10-R), 52 GE del grupo E (Tabla 11-R) y 9 GDE (Tabla 12-
R) y 59 del GE NE (Tabla 13-R), estaban descritos en algunos de esos procesos.
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Tabla 10-R: Genes diferencialmente expresados en el grupo E de las IAHSs,

previamente descritos en algun proceso biolégico relacionado con la reproduccion.

Nombre

ADA
ADAM10

B4GALT1

BCL6

BMF
CCL3
CCL4

CHST11
FCGRT
FOS
GRN
IGFBP7
IL8

LFNG

LYGE
MAFB
MBNL1
NFE2L2

NIPBL

NOTCH2
NR4A3
P2RY2

PI3

PROK2

RGS2

Procesos biolégicos relacionados con la reproduccio n

Apareamiento, Cépula, Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario, Reproduccion,
Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Fecundacion, Reaccion del acrosoma, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Unién del espermatozoide a la zona pellcida, Penetracion de la zona
pelicida
Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Vesicula acrosomal
Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo, Implantacién embrionaria
Reproduccién, Proceso reproductivo, Implantacién embrionaria
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso
reproductivo

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Apareamiento, Cépula, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo

Apareamiento, Copula, Reproduccién, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
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SKI
SLC2A14
SLC30A1
SP100
SP3
SPHK1
TAP1
TFEB
THBD
UBR2
VASP

ZFP41

ZMIZ1

Tabla 11-R:
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Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario Desarrollo placentario Reproduccion Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccién, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Genes exclusivos en el grupo E de las IAHSs, previamente descritos en

algun proceso biolégico relacionado con la reproduccion.

ADAM28
APAF1
APBA3

APC
APOBEC3G
BAGALNT1
BCL10
CEP290
CuUL3
CXXC4

DAZ2

Procesos biologicos

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Reproduccién, Proceso reproductivo

Reproduccion, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Fecundacion, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion
sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario
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EDN2
EN1
EREG
ESR1
FANCA
FOXD2
FURIN
FUT10

GLRA1
GNAS
HCFC1
HESX1
HTR2B
ICMT
ITGA4
MACF1
MORC1

NCOA3

NOTCH1

OTOP1
PDPN
PLXNA2
POU2F1
SP8
SPIN3
STAT3

STRA8

TAF4
TBX6

TDRD1
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Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las génadas, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo

Desarrollo de las génadas, Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario

Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario, Fecundacién, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo

Fecundacion, Reaccion del acrosoma, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo

Desarrollo embrionario, Embarazo femenino, Reproduccion, , Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Reproduccién, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario, Generacién de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo, Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal ,
Espermatogénesis

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Reproduccioén, Reproduccion sexual

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las génadas, Fecundacion,
Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo , Espermatogénesis

Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las células germinales, Generacion de gametos masculinos,
Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo , Espermatogénesis
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Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo

Reproduccién, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las génadas, Desarrollo de los
genitales, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Reproduccién, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Tabla 12-R: Genes diferencialmente expresados en el grupo NE de las IAHSs,

previamente descritos en algin proceso biolégico relacionado con la reproduccion.

Nombre
ALDH1A3
ALOX15B

CDO1
CFC1

CHEK1

CYLC2
GPX3
HOXB6
SHROOM3

Procesos biol6gicos relacionados con la reproduccio n

Desarrollo embrionario
Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Reproduccioén, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario
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Tabla 13-R: Genes exclusivos en el grupo NE de las IAHs, previamente descritos
en algun proceso biologico relacionado con la reproduccion.

Nombre Procesos biolégicos relacionados con la reproduccio n

ACE2
ADAMTS1
ADCYAP1

AXIN2

Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo
Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario,
Fecundacion, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual,
Proceso reproductivo, Espermatogénesis
BCL2L10 Generacion de gametos masculino_s, Reproducci()n,'Rep_roducci()n sexual, Proceso

reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo de los genitales, Reproduccion, Proceso reproductivo

BCL2L1

BMPS5

BMP7 Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo

C150rf2 Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
CALCR Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal

CDX2 Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermétidas, Generacion de
gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

CEP57

COL1A1
CSF1
DCN
DLC1
DLX5
FBN2
FGF2
FOXL2
FZD6
GDNF
GJAL
HOXA3
IFNB1

Reproduccién, Proceso reproductivo

Desarrollo placentario

Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Reproduccion, , Proceso reproductivo
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Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermatidas, Desarrollo de las

KIT gbnadas, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual,
Proceso reproductivo, Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal, Espermatogénesis
KLF1 Desarrollo embrionario
LAMA1 Desarrollo embrionario
LAMA3 Desarrollo embrionario
LEP Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo
LNPEP Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
LRP5 Desarrollo embrionario
NDST1 Desarrollo embrionario
NRG2 Desarrollo embrionario
OR2H2 Apareamiento, Reproduccion, Proceso reproductivo
OSR2 Desarrollo embrionario
PAQR7 Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
PLAC1 Desarrollo placentario
POU2F3 Reproduccion, Proceso reproductivo
POU4F3 Desarrollo embrionario
PRDX3 Desarrollo placentario
PRLR Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo, Implantacién embrionaria
PRMT7 Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
PSG1 Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
PSG11 Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
PSG2 Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
PTCH1 Desarrollo embrionario
SATB2 Desarrollo embrionario
SEMA3C Desarrollo embrionario
SIX4 Desarrollo embrionario
SLC34A2 Desarrollo embrionario
SLIT2 Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo
SMADG6 Desarrollo embrionario
SYT6 Fecundacion, Reaccion del acrosoma, ReprO(_jucci()n, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo
TBX5 Desarrollo embrionario
TCF7L1 Desarrollo embrionario
uUsp22 Desarrollo embrionario
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Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso

WDR33 : . .
reproductivo, Espermatogénesis
WNT2B Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo
3.3. Andlisis ontolégico.

El analisis ontolégico se hizo conforme se explica en la seccién de material
y métodos.

Una vez realizado el andlisis bioinfomatico conjunto de los listados de los
GDE tanto en el grupo E como NE en el caso de las IAHs, nos muestra un total de
263, 29, 45 y 21 procesos biologicos, componentes celulares, funciones
moleculares y rutas metabdlicas estadisticamente afectadas Tablas 14-R, 15-R, 16-
Ry 17-R respectivamente (MA). En las figuras 2-R,3-R y 4-R mostramos los 10
términos ontolégicos con un p-valor mas significativo, exponiendo a su vez qué
porcentaje representan el nimero de GDE de nuestros listados descritos en cada
término ontoldgico respecto al niUmero total de genes descritos para dicho término

ontolégico en la especie Homo sapiens.
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Figura 2-R: Los 10 procesos bioldgicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis conjunto de los listados de GDE en el grupo de las IAHs. Entre paréntesis
esti indicado el nimero de GDE de nuestros listados descritos en el término
ontoldgico y la barra verde representa el porcentaje de estos respecto al total de

genes descritos para dicho proceso biolégico en Homo sapiens.
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Figura 3-R: Los 10 componentes celulares con un p-valor més significativo tras el
analisis conjunto de los listados de GDE en el grupo de las |IAHs. Entre paréntesis
esti indicado el nimero de GDE de nuestros listados descritos en el término
ontoldgico y la barra verde representa el porcentaje de estos respecto al total de

genes descritos para dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 4-R: Las 10 funciones moleculares con un p-valor mas significativo tras el
analisis conjunto de los listados de GDE en el grupo de las |IAHs. Entre paréntesis
estd indicado el nimero de GDE de nuestros listados descritos en el término
ontolégico y la barra verde representa el porcentaje de estos respecto al total de

genes descritos para dicha funcién molecular en Homo sapiens.
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También se realizé el analisis de los listados de genes exclusivos tanto del
grupo E como el NE, por separado y una vez realizado el analisis de estos, nos
muestra un total de 137, 12, 29 y 4 procesos biolégicos, componentes celulares,
funciones moleculares y rutas metabdlicas estadisticamente afectadas en el grupo
E, Tablas 18-R, 19-R, 20-R y 21-R respectivamente (MA) y 46, 22, 22 y 7 procesos
biologicos, componentes celulares, funciones moleculares y rutas metabolicas
estadisticamente afectadas en el grupo NE, Tablas 22-R, 23-R, 24-R y 25-R
respectivamente (MA).En las figuras 5-R, 6-R, 7-R, 8-R, 9-R y 10-R mostramos los
10* términos ontoldgicos con un p-valor mas significativo, tanto para el grupo E
como NE, exponiendo a su vez qué porcentaje representan el nimero de GE de
nuestros listados descritos en cada término ontoldgico respecto al nimero total
genes descritos para dicho término ontoldgico en la especie Homo sapiens. *En el
caso de los componentes celulares estadisticamente afectados tras el analisis de

los GE del grupo E en la figura hemos incluido la totalidad de estos.
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Figura 5-R: Los 10 procesos biologicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado GE en el grupo E de las IAHs. Entre paréntesis esta indicado el
namero de GE de nuestro listado descritos en el término ontolédgico y la barra verde
representa el porcentaje de estos respecto al total de genes descritos para dicho

proceso biolégico en Homo sapiens.
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Figura 6-R: Los componentes celulares estadisticamente afectados tras el andlisis
del listado de GE en el grupo E de las IAHs. Entre paréntesis esta indicado el
namero de GE de nuestros listados descritos en el término ontoldgico y la barra
verde representa el porcentaje de estos respecto al total de genes descritos para

dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 7-R: Las 10 funciones moleculares con un p-valor mas significativo tras el
andlisis del listado del grupo GE en el grupo E de las IAHs. Entre paréntesis esta
indicado el numero de GE de nuestros listados descritos en el término ontolégico y
la barra verde representa el porcentaje de estos respecto al total de genes

descritos para dicha funcién molecular en Homo sapiens.
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Figura 8-R: Los 10 procesos bioldgicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado GE en el grupo NE de las |IAHs. Entre paréntesis esta indicado el
namero de GE de nuestro listado descritos en el término ontolédgico y la barra verde
representa el porcentaje de estos respecto al total de genes descritos para dicho
proceso biolégico en Homo sapiens.
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Figura 9-R: Los 10 componentes celulares con un p-valor méas significativo tras el
analisis del listado de GE en el grupo E de las |IAHs. Entre paréntesis esta indicado
el numero de GE de nuestros listados descritos en el término ontoldgico y la barra
verde representa el porcentaje de estos respecto al total de genes descritos para

dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 10-R: Las 10 funciones moleculares con un p-valor mas significativo tras el
andlisis del listado del grupo GE en el grupo E de las IAHs. Entre paréntesis esta
indicado el numero de GE de nuestros listados descritos en el término ontolégico y
la barra verde representa el porcentaje de estos respecto al total de genes

descritos para dicha funcién molecular en Homo sapiens.
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Microarrays muestras de semen de FIV.
4.1. Listado de GDE y EG.

El nimero total de genes que daban sefial en el microarray de FIV era de
14811 genes. De ellos, 12346 (Figura 11-R), se expresaban en ambos grupos,
tanto en el E como en el NE aunque una vez analizados los datos s6lo 162 de ellos

presentaban una expresion diferencial entre los 2 grupos.

Figura 11-R: NTG, nimero total de genes expresados; GE, genes exclusivos; GDE,
genes diferencialmente expresados.

NTG 14811

Una vez analizados los datos de los microarrays se detectaron un total de
94 GDE en el grupo que lograba el embarazo (grupo E) y 68 presentaban una
expresion diferencial en el grupo que no lo lograba (Tabla 26-R y Tabla 27-R (MA).
La tablas 26.1-R y 27.1-R muestran sélo los 10 genes diferencialmente expresados

con una mayor tasa de cambio tanto en el grupo E como el NE respectivamente.
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Tabla 26.1-R: Los 10 genes diferencialmente expresados con una mayor tasa de
cambio en el grupo que logra un embarazo (grupo E) tras una FIV. En la columna 1
se indica en nombre del gen, en la columna 2 el nUmero de acceso de GenBank, en

la columna 3 la tasa de cambio y en la columna 4 el p-valor.

Nombre Numero de acceso GenBank Tasa de cambio  p-valor

C10orf119 NM_024834 34,27 0,0060
SPP1 NM_001040058 32,72 0,0100
TGFBI NM_000358 17,44 0,0050
CD163 NM_004244 15,24 0,0033
ADM NM_001124 14,34 0,0025
RGS2 NM_002923 13,98 0,0020
MMP9 NM_004994 13,66 0,0050
CTSL NM_001912 13,56 0,0043
MT1M NM_176870 12,91 0,0038
IFI30 NM_006332 12,82 0,0030
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Tabla 27.1-R: Los 10 genes diferencialmente expresados con una mayor tasa de
cambio en el grupo que no logra un embarazo (grupo NE) tras una FIV. En la
columna 1 se indica en nombre del gen, en la columna 2 el nUmero de acceso de

GenBank, en la comuna 3 la tasa de cambio y en la columna 4 el p-valor.

Nombre Numero de acceso GenBank Tasa de cambio  p-valor

PLA2G2A NM_000300 42,31 0,0194
SH3RF2 NM_152550 8,05 0,0000

LELP1 NM_001010857 7,67 0,0050
HSPA1L NM_005527 5,76 0,0125
DUSP21 NM_022076 5,50 0,0100
TSPAN16 NM_012466 5,42 0,0100
C100rf62 NM_001009997 5,40 0,0078
SMAD9 NM_005905 5,33 0,0363
SPATA20 NM_022827 5,15 0,0088
C160rf78 NM_144602 5,14 0,0117

Cuando lo que se analizé eran los genes que sélo se expresaban en uno de
los grupos se detectaron 1224 (Tabla 28-R MA) en el grupo que embarazaba y
1241 en el que no lo conseguia (Tabla 29-R MA). El valor de corte se establecié en
5,856 unidades de fluorescencia.

La tablas 28.1-R y 29.1-R muestran sélo los 10 genes diferencialmente
expresados que muestras un mayor valor de fluorescencia, tanto en el grupo E

como el NE respectivamente.
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Tabla 28.1-R: Los 10 genes exclusivos expresados en el grupo que logra un
embarazo (grupo E) tras una FIV con un mayor valor de intensidad de
fluorescencia. En la columna 1 se indica en nombre del gen, en la columna 2 el

numero de acceso de GenBank y en la comuna 3 el valor de fluorescencia.

Nombre NUmero de acceso de GenBank Valor de fluorescencia

MMP12 NM_002426 9,276
C100rf119 NM_024834 9,252
CLEC4E NM_014358 8,602
ADAMDEC1 NM_014479 8,526
PTPN12 NM_002835 8,248
PLEK NM_002664 8,018
CXCR7 NM_001047841 7,870
MAP3K8 NM_005204 7,805
(4 NM_000239 7,788
INDO NM_002164 7,734
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Tabla 29.1-R: Los 10 genes exclusivos expresados en el grupo que no logra un
embarazo (grupo NE) tras una FIV con un mayor valor de intensidad de
fluorescencia. En la columna 1 se indica en nombre del gen, en la columna 2 el

numero de acceso de GenBank y en la comuna 3 el valor de fluorescencia.

Nombre NUmero de acceso de GenBank Valor de fluorescencia

C10orf64 BC034937 8,369
MSH4 NM_002440 7,969

DCC NM_005215 7,106

MYH7 NM_000257 7,031
INPP5SF NM_014937 7,008
C4orf6 NM_005750 6,952
ENSTO00000359466 ENST00000359466 6,926
TGM4 NM_003241 6,920
WDR87 ENST00000303868 6,909
HSFX1 NM_016153 6,772

4.2. Genes descritos en procesos bioldgicos relaci  onados con el proceso
reproductivo .

Una vez se obtuvieron los listados de GDE y GE de ambos grupos, los
comparamos con la matriz de genes descritos en procesos bioldgicos relacionados
con la reproduccién segun el Gene Ontology de todos los genes de nuestro listado
(Ver apartado 2.4.3 de Material y Métodos).

13 GDE (Tabla 30-R), 72 EG del grupo E (Tabla 31-R) y 9 GDE (Tabla 32-

R) y 87 del GE NE (Tabla 33-R), estaban descritos en algunos de esos procesos.
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Tabla 30-R: Genes diferencialmente expresados en el grupo E de las FIVs,

previamente descritos en algin proceso biolégico relacionado con la reproduccion.

Nombre Procesos biolégicos relacionados con la reproducci6 n

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario, Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccién, Proceso reproductivo
Reproduccién, Proceso reproductivo
Reproduccién, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
Reproduccién, Proceso reproductivo
Reproduccién, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo, Implantaciéon embrionaria

Apareamiento, Fecundacion, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal, Penetracion de la zona peltcida
Desarrollo embrionario, Reproduccién, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo,
Implantacién embrionaria

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo placentario, Reproduccion, Proceso reproductivo, Implantacion embrionaria

Tabla 31-R: Genes exclusivos en el grupo E de las FIVs, previamente descritos en

algun proceso biolégico relacionado con la reproduccion.

Nombre Procesos biolégicos relacionados con la reproducci6
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo embrionario, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo

ADAM10 Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

ALDH1A2 Desarrollo embrionario

ACVR1

ADAM28

AMOT Desarrollo embrionario

APOBEC3G Reproduccién, Proceso reproductivo
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ARNT
BIRC3

BMP4

BMPR1A
C5
CD28

CDYL

CHST11
CRH

CRTAP

CYP27B1
DLL1
DMRTA1
EIF2AK3

EPOR

ESX1
FGF4
FOXK1
HHEX
HOXB4
HOXD1
HTR2B
IFT52
IGFBP7
LNPEP
LYGE
MAFF
MAP3K1
MEN1
MKL2
NDST1

NLRP14
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Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las génadas, Desarrollo
embrionario, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario

Reproduccién, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo placentario, Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Reproduccién, Proceso reproductivo

Reproduccién, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario, Embarazo femenino, Reproduccion,
Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo, Implantaciéon embrionaria
Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccién, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario, Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
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NPYSR

OCA2

OXTR
PAQRS
PAX1
PBX2
PDPN
PIK3CB
PLA2GAC
PRPF19
RAB23
RBM19
RLN1
SFRP1

SGPL1

SH2B3
SKI
SMARCAS

SOHLH1

SPIN1
SRD5A1

SYT6

TCF7L2
TDGF1
TGFB1

THOC2
TOP2A
TSC1
TSHZ3

TSNAX

TXNRD3
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Reproduccién, Proceso reproductivo

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermétidas, Generacion de
gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
Apareamiento, Copula, Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo,
Inseminacion, Eyaculacion

Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Reproduccién, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo

Desarrollo de las génadas, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Reproduccién, Proceso reproductivo

Fecundacion, Reaccion del acrosoma, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo
Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso
reproductivo

Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario, Embarazo femenino, Reproduccién, Reproduccion sexual,
Proceso reproductivo

Reproduccién, Proceso reproductivo
Reproduccién, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
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Desarrollo embrionario

Reproduccién, Proceso reproductivo

Fecundacioén, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Unién del
espermatozoide a la zona peltcida

Tabla 32-R: Genes diferencialmente expresados en el grupo NE de las FIVs,

previamente descritos en algin proceso biolégico relacionado con la reproduccion.

Nombre Procesos biol6gicos relacionados con la reproduccio n

CFC1 Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

SMAD9 Reproduccion, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Fecundacion, Generacion de gametos masculinos, Reaccion del acrosoma,
Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Unién del espermatozoide a
la zona peltcida, Movilidad espermatica, Espermatogénesis, Penetracion de la zona
pelicida

DNAH9

OAZ3

ODF1

SPANXA1

SPATA20

SPATA3

TNP2
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Tabla 33-R: Genes exclusivos en el grupo NE de las FIVs, previamente descritos

en algun proceso bioldgico relacionado con la reproduccion.

Nombre

AMH
APBAl
AXIN1
B4GALNT1

BCL10
CALCA
CAPN11
CCL5
CDY2A

CELSR1
CLIC5
COL1A1
CREB1
DKK1
DLK1
DLX5

DMC1

DNMT3L

ECE1
EDA2R
EDNRA

ELF3

ESR2

FBN2
FOXA2
FOXF1

Procesos bioldgicos relacionados con la reproduccion

Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
Desarrollo embrionario

Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo, Implantacién embrionaria
Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal
Reproduccién, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario, Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermatidas, Desarrollo de las
gobnadas, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual,
Proceso reproductivo , Espermatogénesis
Desarrollo embrionario, Generacion de gametos masculinos, Reproduccién,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo , Espermatogénesis
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

113



Transcriptomica de la infertilidad masculina

Resultados

Sandra Garcia Herrero. 2012
FOXI1

FOXL2

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo
FOXP3

Desarrollo embrionario
FSHR

Desarrollo de las génadas, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo , Espermatogénesis
Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
GLI3 Desarrollo embrionario
HAND1

GAL3ST1

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
HOXA10

HOXB7
HOXC6

Desarrollo embrionario
HSD11B2

Desarrollo embrionario, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis
Desarrollo embrionario

Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
ITGAL Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal
KDR Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
KLF1 Desarrollo embrionario
LAMA2

Desarrollo embrionario
LIF

LRP6
MFGES8
MLL2

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario, Embarazo femenino, Reproduccién,
Proceso reproductivo, Implantacién embrionaria
Desarrollo embrionario

Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Desarrollo de las células germinales, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
MSH4

reproductivo
Desarrollo de las génadas, Generacién de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo , Espermatogénesis
Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo

\[e]€;
NR6AL

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
ODF3

reproductivo, Espermatogénesis
Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

OSR1 Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo
PCSK1

Desarrollo embrionario
PCYT1B

Desarrollo de las génadas, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo , Espermatogénesis
Desarrollo de las génadas, Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario,
Reproduccién, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

PDGFRA

PGAP1
PIWIL1

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermatidas Generacion de

gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo ,
Espermatogénesis

Reproduccion, Proceso reproductivo

POU2F3

114



Transcriptomica de la infertilidad masculina
Resultados

Sandra Garcia Herrero. 2012

PSG11 Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo
PSG4 Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo
PSG7 Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo
PTCH1 Desarrollo embrionario
PTGDR Reproduccioén, Proceso reproductivo
RARG Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo
=\ Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
SEMA3C Desarrollo embrionario
SERPINB5 Reproduccioén, Proceso reproductivo
SHH Apareamiento, Copula, Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario,
Reproduccién, Proceso reproductivo
SOX10 Desarrollo embrionario
SOX15 Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
SOX2 Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo
SPATA2 Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
SPINT1 Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
STRA8 Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las génadas, Fecundacion,

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo , Espermatogénesis

SUFU Desarrollo embrionario
TAC3 Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo
TBX6 Desarrollo embrionario
TFAP2C Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
TGFB1I1 Desarrollo embrionario
THOC6 Reproduccién, Proceso reproductivo
TIMP4 Reproduccion, Proceso reproductivo
TUBD1 Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
TULP3 Desarrollo embrionario
UCN Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo
VEGFC Desarrollo embrionario
WNT2 Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
WNT3A Desarrollo embrionario
XAB2 Desarrollo embrionario
ZFP41 Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso

reproductivo, Espermatogénesis
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4.3. Andlisis ontoldgico.

El andlisis ontolégico se hizo conforme se explica en la seccién de material
y métodos.

Una vez realizado el andlisis bioinfomatico conjunto de los listados de los
GDE tanto en el grupo E como NE en el caso de las FIVs, nos muestra un total de
168, 19, 17 y 16 procesos bioldgicos, componentes celulares, funciones
moleculares y rutas metabdlicas estadisticamente afectadas (Tablas 34-R, 35-R,
36-R y 37-R respectivamente (MA)). En las figuras 12-R, 13-R y 14-R mostramos
los 10 términos ontol6gicos con un p-valor mas significativo, exponiendo a su vez
qué porcentaje representan el nimero de GDE de nuestros listados descritos en
cada término ontoldgico respecto al nimero total de genes descritos para dicho
término ontoldgico en la especie Homo sapiens.

Figura 12-R: Los 10 procesos biolégicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis conjunto de los listados de GDE en el grupo de las FIVs. Entre paréntesis
esté indicado el nimero de GDE de nuestros listados descritos en el término
ontoldgico y la barra morada representa el porcentaje de estos respecto al total de

genes descritos para dicho proceso biolégico en Homo sapiens.
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Figura 13-R: Los 10 componentes celulares con un p-valor mas significativo tras el
analisis conjunto de los listados de GDE en el grupo de las FIVs. Entre paréntesis
esta indicado el nimero de GDE de nuestros listados descritos en el término
ontoldgico y la barra morada representa el porcentaje de estos respecto al total de

genes descritos para dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 14-R: Las 10 funciones moleculares con un p-valor mas significativo tras el
analisis conjunto de los listados de GDE en el grupo de las FIVs. Entre paréntesis
esta indicado el nimero de GDE de nuestros listados descritos en el término
ontoldgico y la barra morada representa el porcentaje de estos respecto al total de

genes descritos para dicha funcién molecular en Homo sapiens.
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También se realizé el andlisis de los listados de genes exclusivos tanto del
grupo E como el NE, por separado y una vez realizado el analisis de estos, nos
muestra un total de 201, 35, 16 y 9 procesos biolégicos, componentes celulares,
funciones moleculares y rutas metabolicas estadisticamente afectadas en el grupo
E (Tablas 38-R, 39-R, 40-R y 41-R respectivamente (MA)) y 109, 31,45 y 9
procesos bioldgicos, componentes celulares, funciones moleculares y rutas
metabolicas estadisticamente afectadas en el grupo NE (Tablas 42-R, 43-R, 44-R y
45-R respectivamente (MA)). En las figuras 15-R, 16-R, 17-R, 18-R, 19-R y 20-R
mostramos los 10 términos ontolégicos con un p-valor mas significativo, tanto para
el grupo E como NE, exponiendo a su vez qué porcentaje representan el nimero de
GE de nuestros listados descritos en cada término ontolégico respecto al nimero

total genes descritos para dicho término ontoldgico en la especie Homo sapiens.
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Figura 15-R: Los 10 procesos biolégicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado GE en el grupo E de las FIVs. Entre paréntesis esta indicado el
namero de GE de nuestro listado, descritos en el término ontol6gico y la barra
morada representa el porcentaje de estos respecto al total de genes descritos para

dicho proceso biolégico en Homo sapiens.
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Figura 16-R: Los 10 componentes celulares con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado de GE en el grupo E de las FIVs. Entre paréntesis esté indicado
el nimero de GE de nuestros listados descritos en el término ontol6gico y la barra
morada representa el porcentaje de estos respecto al total de genes descritos para

dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 17-R: Las 10 funciones moleculares con un p-valor mas significativo tras el
andlisis del listado del grupo GE en el grupo E de las FIVs. Entre paréntesis esta
indicado el numero de GE de nuestros listados descritos en el término ontoldgico y
la barra morada representa el porcentaje de estos respecto al total de genes

descritos para dicha funcion molecular en Homo sapiens.

transferase activity (135)

transferase activity, transferring glycosyl groups (26)
GTPase activator activity (23)

nucleotidyltransferase activity (16)

cytokine binding (19)

cytokine receptor activity (11) W

chemokine receptor binding (8)

chemokine activity (8) W
nucleotide receptor activity (7) W

purinergic nucleotide receptor activity (7 )

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14%

16%

121




Transcriptomica de la infertilidad masculina
Resultados

Sandra Garcia Herrero. 2012

Figura 18-R: Los 10 procesos biolégicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado GE en el grupo NE de las FIVs. Entre paréntesis esta indicado el
namero de GE de nuestro listado, descritos en el término ontol6gico y la barra
morada representa el porcentaje de estos respecto al total de genes descritos para

dicho proceso biolégico en Homo sapiens.
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Figura 19-R: Los 10 componentes celulares con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado de GE en el grupo NE de las FIVs. Entre paréntesis esta
indicado el nimero de GE de nuestros listados descritos en el término ontolégico y
la barra morada representa el porcentaje de estos respecto al total de genes

descritos para dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 20-R: Las 10 funciones moleculares con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado del grupo GE en el grupo NE de las FIVs. Entre paréntesis esta
indicado el numero de GE de nuestros listados descritos en el término ontoldgico y
la barra morada representa el porcentaje de estos respecto al total de genes

descritos para dicha funcion molecular en Homo sapiens.
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Microarrays muestras de semen de ICS| fresco:
4.1. Listado de GDE y EG:

El nmero total de genes que daban sefial en el microarray de ICSI con
semen fresco de era de 199279 genes. De ellos, 16718 (Figura 21-R), se
expresaban en ambos grupos, tanto en el E como en el NE, aunque una vez
analizados los datos sélo 49 de ellos presentaban una expresion diferencial entre
los 2 grupos, en concreto se detectaron un total de 44 GDE en el grupo que lograba
el embarazo (grupo E) y sdlo 5 presentaban una expresion diferencial en el grupo
que no lo lograba (Tablas 46-R (MA)).

La tabla 46.1-R muestra s6lo aquellos 10 GDE con una mayor tasa de
cambio del grupo E y la tabla 47-R los 5 GDE del grupo NE.

Figura 21-R: NTG, numero total de genes expresados; GE, genes exclusivos; GDE,

genes diferencialmente expresados.

NTG 19979

Comunes 16718
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Tabla 46.1-R: Los 10 genes diferencialmente expresados con una mayor tasa de
cambio en el grupo que logra un embarazo (grupo E) tras una ICSI con semen
fresco. En la columna 1 se indica en nombre del gen, en la columna 2 el ndmero de

acceso de GenBank, en la comuna 3 la tasa de cambio y en la columna 4 el p-valor

Nombre  NuUmero de acceso GenBank Tasa de cambio  p-valor

APOE NM_000041 28,27 0,0000
APOC1 NM_001645 27,90 0,0000
CFD NM_001928 7,74 0,0067
CTSz NM_001336 6,85 0,0150
HMOX1 NM_002133 6,58 0,0120
FTL NM_000146 6,35 0,0183
TGFBI NM_000358 6,06 0,0157
CTSL NM_001912 5,93 0,0163
LGALS3 NM_002306 5,60 0,0170
CD63 NM_001780 5,48 0,0183

Tabla 47-R: Los 5 genes diferencialmente expresados en el grupo que no logra un
embarazo (grupo NE) tras una ICSI con semen fresco. En la columna 1 se indica en
nombre del gen, en la columna 2 el nUmero de acceso de GenBank, en la comuna 3
la tasa de cambio y en la columna 4 el p-valor.

Nombre Numero de acceso GenBank Tasa de cambio  p-valor

ENST00000317633 ENST00000317633 0,0456
COX7B2 NM_130902 3,82 0,0490
C190rf36 NM_001039846 3,8 0,0464
ANKRD7 NM_001077708 3,79 0,0467
CDKN2D NM_001800 3,70 0,0492
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Cuando lo que se analiz6 eran los genes que solo se expresaban en uno de
los grupos se detectaron 1403 (Tabla 48-R (MA)) en el grupo que embarazaba y
1858 en el que no lo conseguia (Tabla 49-R (MA)). Como las tablas 48 y 49 son
muy extensas, en las 48.1-R y en la 49.1-R ponemos sélo aquellos 10 genes con
una mayor sefial de fluorescencia en ambos grupos (grupo E y NE
respectivamente). El valor de corte se estableci6 en 6,990 unidades de

fluorescencia.

Tabla 48.1-R: Los 10 genes exclusivos expresados en el grupo que logra un
embarazo (grupo E) tras una ICSI con semen fresco con un mayor valor de
intensidad de fluorescencia. En la columna 1 se indica en nombre del gen, en la
columna 2 el ndmero de acceso de GenBank y en la comuna 3 el valor de
fluorescencia.

Nombre Numero de acceso de GenBank Valor de fluorescencia

FSTL4 NM_015082 10,636
TNMD NM_022144 10,430
LOC646808 XR_017339 9,793
C220rf26 NM_018280 9,756
CXorf34 NM_024917 9,446
MBOAT4 AF359269 9,378
UBQLN4 NM_020131 9,361
ALDOC NM_005165 9,136
ANGPTL4 NM_139314 8,869
SHFM3P1 AF174606 8,741

127



Transcriptémica de la infertilidad masculina
Resultados

Sandra Garcia Herrero. 2012

Tabla 49.1-R: Los 10 genes exclusivos expresados en el grupo que no logra un
embarazo (grupo NE) tras una ICSI con semen fresco con un mayor valor de
intensidad de fluorescencia. En la columna 1 se indica en nombre del gen, en la
columna 2 el ndmero de acceso de GenBank y en la comuna 3 el valor de

fluorescencia.

Nombre NUmero de acceso de GenBank Valor de fluorescencia

DSG1 NM_001942 9,996
RPGR NM_001023582 9,053
KLRC3 NM_007333 8,902
CYP3A7 NM_000765 8,794
ERN2 NM_033266 8,744
RP11-327P2.4 AK124707 8,670
GFM1 NM_024996 8,658
TMEM144 NM_018342 8,528
INSM2 NM_032594 8,528
Clorf74 NM_152485 8,474

4.2. Genes descritos en procesos biolégicos relacio nados con el proceso
reproductivo.

Una vez se obtuvieron los listados de GDE y GE de ambos grupos, los
comparamos con la matriz de genes descritos en procesos biologicos relacionados
con la reproduccion segun el Gene Ontology de todos los genes de nuestro listado
(Ver apartado 2.4.3 de Material y Métodos).

3 GDE (Tabla 50-R), 105 GE del grupo E (Tabla 51-R) y 1 GDE (Tabla 52-
R) y 109 del GE NE (Tabla 53-R), estaban descritos en algunos de esos procesos.
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Tabla 50-R: Genes diferencialmente expresados en el grupo E de las ICSIs con
semen fresco, previamente descritos en algin proceso biolégico relacionado con la

reproduccion.

Gen Procesos biolégicos relacionados con la reproduccio n

CXCR4 Reproduccion, Proceso reproductivo
GRN Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo, Implantacion embrionaria

SPP1 Desarrollo placentario, Reproduccién, Proceso reproductivo, Implantacion embrionaria

Tabla 51-R: Genes exclusivos en el grupo E de las ICSIs con semen fresco,

previamente descritos en algin proceso bioldgico relacionado con la reproduccién.

Procesos biolégicos relacionados con la reproduccio n

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

ACVRL1 Desarrollo embrionario

ACOX1

ADAM15 Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermétidas , Generacion de gametos
masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis
AFP Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las génadas, Desarrollo placentario ,
Reproduccioén, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Embarazo femenino , Reproduccion, Proceso
reproductivo

Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal

AFF4

ANG

AR

Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Reproduccion, Proceso reproductivo
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BCL10
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BMP2
C190rf20
CALCA
CATSPER4
CCL5
CRISP1
CXXC4
CYLC1
DIAPH2
DMRT2
ECE1l
EDA2R
EFNA1
ELSPBP1
ENG
EOMES
EPAS1
ERCC2
ESX1

FAM50A

FNDC3A

FOXC1

FOXD2
FOXF1
GATM
GJAS
GLI3
GNA12
GNA13
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Desarrollo embrionario
Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal

Desarrollo embrionario, Reproduccion, , Proceso reproductivo

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermatidas, Generacion de gametos
masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Embarazo femenino, Reproduccion, , Proceso reproductivo, Implantacién embrionaria

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal, Movilidad espermética, Espermatogénesis

Reproduccion, Proceso reproductivo
Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal, Espermatogénesis

Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las esperméatidas, Desarrollo de las génadas,
Fecundacion, Generacién de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal, Espermatogénesis
Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario
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HFE
HMGCR
HMX2
HOXA2
HOXB1
HOXB8
HSD11B2
HUS1

IGF2R

IGFBP7
ITGA4
ITGA8

KRT9

LEP
LMO4
LRP6
MACF1
MADCAM1
MBNL1
MGST1
MSX1
MSX2
MYF6
MYH9
NCOAS3
NLE1
NRG2
P2RX1

PAXS5

PDGFRB
PGF

PIWIL4
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Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Embarazo femenino, Reproduccion, , Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Embarazo femenino, Reproduccion, , Proceso reproductivo, Implantacion embrionaria
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Apareamiento, Copula, Reproduccién, Proceso reproductivo, Inseminacion

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

Embarazo femenino, Reproduccion, , Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
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PLCG1 Desarrollo embrionario
POU2F1 Desarrollo embrionario
PPAP2B Desarrollo embrionario, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
PPARD Desarrollo placentario, Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo, Implantacion
embrionaria
PRDM1 Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
PRDX3 Desarrollo placentario
PRLHR Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
PTF1A Desarrollo embrionario
PTPN11 Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las génadas, Desarrollo de los genitales,
RBP4 Desarrollo embrionario, Generacién de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual,
Proceso reproductivo , Espermatogénesis
RUVBL1 Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
RXEP2 Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las génadas, Reproduccién, Reproduccion sexual,
Proceso reproductivo
SEMA3C Desarrollo embrionario
SIX1 Desarrollo embrionario
SKI Desarrollo embrionario
SMAD5 Desarrollo embrionario
STAT5B Desarrollo de las génadas, Embarazo femenino , Reproduccion, Proceso reproductivo
SYT8 Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal
TAC3 Embarazo femenino, Reproduccion, , Proceso reproductivo
TACR1 Apareamiento, Copula, Reproduccién, Proceso reproductivo, Inseminacion, TACR1
TGFBR2 Desarrollo embrionario
THOC1 Reproduccién, Proceso reproductivo
TIMELESS Desarrollo embrionario
TOB2 Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
TUBD1 Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
UBP1 Reproduccién, Proceso reproductivo
\=ray Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal
WNT1 Desarrollo embrionario
ZP4 Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
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Tabla 52-R: Genes diferencialmente expresados en el grupo NE de las ICSlIs con

semen fresco, previamente descritos en algun proceso hiolégico relacionado con la

reproduccion.

Nombre Procesos bioldgicos relacionados con la reproduccié

ANKRD7 Desarrollo de las génadas, ReprodUCC|on, Proceso
reproductivo

Tabla 53-R: Genes exclusivos en el grupo NE de las ICSIs con semen fresco,

previamente descritos en algin proceso bioldgico relacionado con la reproduccién.

Nombre

ACD
ADAM20
ADAMTS2
AGPAT6
ALDH1A2
AMBP
APBA1
ARFRP1
ATP6VOA2
AXIN2

BOLL

CCNB1

CEP57

CETN2

CHEK1
CHUK

Procesos biolégicos relacionados con la reproduccio n

Desarrollo embrionario

Fecundacion, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Reproduccién, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo embrionario, Generacion de gametos masculinos,

Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermétidas, Generacion de gametos
masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,

Espermatogénesis

Reproduccioén, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Reproduccion, Proceso reproductivo
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CLEC4M
CcoQ7
CRTAP

CSRP2BP
CUBN

DL VAR

DDX25

DLK1
DNAJA3

ELL3

FAM48A
FBXW4
FOXA1

FOXI1

FSHR

FUT10
FUT8

GAPDHS
GIP

GOPC

HERC4

HOXB5
HOXD9

HSF2

HSP90AB1
INHA

JAG2
KDR
LAMAS
LIG3
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Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las células germinales, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermétidas, Generacion de gametos
masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las génadas, Generacién de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual,
Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario, Fecundacion, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermétidas, Generacion de gametos
masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivoMovilidad espermatica,
Espermatogénesis

Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermatidas, Generacion de gametos
masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Diferenciacion del nicleo de
la espermétidaEspermatogénesis
Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo placentario

Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Generacion de gametos masculinos,
Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
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LRSAM1
MAFF

MAK
MAPK1

MKKS

MLL
MLL2

MORC1
MSTIR
MTL5

NANOS3
NAT8B
NF2
NRG1
NSD1
OTOP1
ovoL1
PAPPA
PAX7
PBX2
PCDH12
PGR
PKDREJ
POLR1B

PRKAR1A
PRL
PRMT7
PROX1
PSG1
PSG4
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Espermatogénesis

Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermatidas, Desarrollo de las génadas,
Desarrollo embrionario, Generacién de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual,
Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las células germinales, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

Embarazo femenino, Reproduccioén, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Desarrollo de las génadas, Embarazo femenino, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo

Fecundacion, Reaccion del acrosoma, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario, Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo, Implantacion
embrionaria

Desarrollo embrionario
Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo
Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo

Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
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PSG5 Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
PSG7 Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
PSMC3 Desarrollo embrionario
PSMC4 Desarrollo embrionario
PSME4 Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
PVRL1 Reproduccién, Proceso reproductivo
PYGO2 Desarrollo embrionario
RAD23A Reproduccién, Proceso reproductivo
RARG Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo
RASA1 Desarrollo embrionario
RNFE17 Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
SCEL Desarrollo embrionario
SIAHL Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
SIX2 Desarrollo embrionario

Fecundacion, Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Movilidad espermatica, Espermatogénesis
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermétidas, Generacion de gametos
masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

SPIN2B Reproduccioén, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las esperméatidas, Generacion de gametos
SYCP3 masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Diferenciacion del nacleo de
la espermatida, Espermatogénesis
Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

TCF7L1 Desarrollo embrionario

SLC22A16

SPAG6

SPO11

TBP

TDGF1 Desarrollo embrionario

TERF2 Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

TH Apareamiento, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo

TESK2

THOC6 Reproduccion, Proceso reproductivo
TNF Desarrollo embrionario, Reproduccién, Proceso reproductivo
TRAF6 Desarrollo embrionario

TUBGCP3 Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo embrionario, Generacion de gametos masculinos,

AAIIERS Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis
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Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Unién del espermatozoide
a la zona peltcida

Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Unién del espermatozoide
a la zona peltcida

4.3. Analisis ontologico.

El analisis ontologico se hizo conforme se explica en la seccién de material
y métodos.

Una vez realizado el analisis bioinfoméatico conjunto de los listados de los
GDE tanto en el grupo E como NE en el caso de las ICSIs con semen en fresco,
nos muestra un total de 107, 11, 12 y 3 procesos bioldgicos, componentes
celulares, funciones moleculares y rutas metabdlicas estadisticamente afectadas
(Tablas 54-R, 55-R, 56-R y 57-R respectivamente (MA)). En la figura 22-R,
mostramos los 10 procesos biolégicos con un p-valor mas significativo, exponiendo
a su vez qué porcentaje representan el nimero de GDE de nuestros listados
descritos en cada proceso biolégico respecto al nimero total de genes descritos
para dicho proceso en la especie Homo sapiens. Y en las figuras 23-R y 24-R
mostramos todos los términos ontoldgicos (componentes celulares y funciones
moleculares) exponiendo qué porcentaje representan el niamero de GDE de
nuestros listados descritos en cada término ontoldgico respecto al numero total de
genes descritos para dicho término ontolégico en la especie Homo sapiens.

137



Transcriptémica de la infertilidad masculina
Resultados

Sandra Garcia Herrero. 2012

Figura 22-R: Los 10 procesos bioldgicos estadisticamente afectados con un p-valor
mas significativo tras el analisis conjunto de los listados de GDE en el grupo de las
ICSIs con semen fresco. Entre paréntesis estd indicado el nimero de GDE de
nuestros listados descritos en el término ontolégico y la barra naranja representa el
porcentaje de estos respecto al total de genes descritos para dicho proceso

bioldégico en Homo sapiens.
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Figura 23-R: Los componentes celulares estadisticamente afectados tras el analisis
conjunto de los listados de GDE en el grupo de las ICSls con semen en fresco.
Entre paréntesis esta indicado el nimero de GDE de nuestros listados descritos en
el término ontoldgico y la barra naranja representa el porcentaje de estos respecto

al total de genes descritos para dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 24-R: Las funciones moleculares estadisticamente afectadas tras el andlisis
conjunto de los listados de GDE en el grupo de las ICSls con semen en fresco.
Entre paréntesis esta indicado el nimero de GDE de nuestros listados descritos en
el término ontoldgico y la barra naranja representa el porcentaje de estos respecto

al total de genes descritos para dicha funcién molecular en Homo sapiens.
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También se realizé el analisis de los listados de genes exclusivos tanto del
grupo E como el NE, por separado y una vez realizado el analisis de estos, nos
muestra un total de 165, 25, 26 y 1 procesos biolégicos, componentes celulares,
funciones moleculares y rutas metabdlicas estadisticamente afectadas en el grupo
E (Tablas 58-R, 59-R, 60-R y 61-R respectivamente (MA) ) y 59, 33, 27y 5
procesos bioldgicos, componentes celulares, funciones moleculares y rutas
metabdlicas estadisticamente afectadas en el grupo NE (Tablas 62-R, 63-R, 64-R y
65-R respectivamente (MA)) En las figuras 25-R, 26-R, 27-R, 28-R, 29-R y 30-R
mostramos los 10 términos ontoldgicos con un p-valor mas significativo, tanto para
el grupo E como NE, exponiendo a su vez qué porcentaje representan el nimero de
GE de nuestros listados descritos en cada término ontoldgico respecto al nimero

total genes descritos para dicho término ontolégico en la especie Homo sapiens.

141



Transcriptémica de la infertilidad masculina
Resultados

Sandra Garcia Herrero. 2012

Figura 25-R: Los 10 procesos biolégicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado GE en el grupo E de las ICSIs con semen fresco. Entre
paréntesis esta indicado el nimero de GE de nuestros listados descritos en el
término ontoldgico y la barra naranja representa el porcentaje de estos respecto al

total de genes descritos para dicho proceso biolégico en Homo sapiens.
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Figura 26-R: Los 10 componentes celulares con un p-valor mas significativo tras el
andlisis del listado de GE en el grupo E de las ICSIs con semen fresco. Entre
paréntesis esta indicado el nUmero de GE de nuestros listados descritos en el
término ontolégico y la barra naranja representa el porcentaje de estos respecto al
total de genes descritos para dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 27-R: Las 10 funciones moleculares con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado del grupo GE en el grupo E de las ICSls con semen fresco. Entre
paréntesis esta indicado el nimero de GE de nuestros listados descritos en el
término ontoldgico y la barra naranja representa el porcentaje de estos respecto al

total de genes descritos para dicha funcién molecular en Homo sapiens.
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Figura 28-R: Los 10 procesos biolégicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado GE en el grupo NE de las ICSIs con semen fresco. Entre
paréntesis esta indicado el nUmero de GE de nuestro listado descritos en el término
ontolégico y la barra naranja representa el porcentaje de estos respecto al total de

genes descritos para dicho proceso biolégico en Homo sapiens.
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Figura 29-R: Los 10 componentes celulares con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado de GE en el grupo NE de las ICSIs con semen fresco. Entre
paréntesis esta indicado el nimero de GE de nuestros listados descritos en el
término ontoldgico y la barra naranja representa el porcentaje de estos respecto al

total de genes descritos para dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 30-R: Las 10 funciones moleculares con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado del grupo GE en el grupo NE de las ICSIs con semen fresco.
Entre paréntesis esta indicado el niumero de GE de nuestros listados descritos en el
término ontoldgico y la barra naranja representa el porcentaje de estos respecto al

total de genes descritos para dicha funcién molecular en Homo sapiens.
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4 Microarrays muestras de semen de ICSI congelado.
4.1 Listado de GE.

El nimero total de genes que daban sefial en el microarray de ICSI con
semen previamente crio-conservado era de 18095 genes. De ellos, 15188 (Figura
31-R), se expresaban en ambos grupos, tanto en el E como en el NE y una vez
analizados los datos ninguno de ellos presentaban una expresion diferencial entre
los 2 grupos.

Figura 31-R: NTG, nimero total de genes expresados; GE, genes exclusivos; GDE,
genes diferencialmente expresados.

NTG 18093

Cuando lo que se analizé eran los genes que sélo se expresaban en uno de
los grupos se detectaron 1439((Tabla 66-R) (MA))en el grupo que embarazaba y
1468 en el que no lo conseguia ((Tabla 67-R) (MA)) El valor de corte se estableci6
en 2,983 unidades de fluorescencia Las tablas 66.1-R y 67.1-R reflejan sélo los 10

GE con un mayor valor de fluorescencia tanto en el grupo E como el NE.
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Tabla 66.1-R: Los 10 genes exclusivos expresados en el grupo que logra un
embarazo (grupo E) tras una ICSI con semen previamente crio-conservado con un
mayor valor de intensidad de fluorescencia. En la columna 1 se indica en nhombre
del gen, en la columna 2 el nimero de acceso de GenBank y en la comuna 3 el
valor de fluorescencia.

Nombre Numero de acceso de GenBank Valor de fluorescencia

CHRNB4 NM_000750 8,105
PLCB3 NM_000932 7,722
FLJ23049 NM_024687 7,511
C3orf37 NM_001006109 7,162
INCENP NM_001040694 7,133
TBX21 NM_013351 7,100
RORA NM_134260 7,008
MEOX2 NM_005924 6,544
FLJ16542 NM_001004301 6,383
CHD1 NM_001270 6,070
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Tabla 67.1-R: Los 10 genes exclusivos expresados en el grupo que no logra un
embarazo (grupo NE) tras una ICSI con semen previamente crio-conservado con un
mayor valor de intensidad de fluorescencia. En la columna 1 se indica en nhombre
del gen, en la columna 2 el nimero de acceso de GenBank y en la comuna 3 el

valor de fluorescencia.

Nombre NUmero de acceso de GenBank Valor de fluorescencia

ZNF193 NM_006299 8,952
NAP1L2 NM_021963 7,273
HEYL NM_014571 6,564
TCTEX1D1 NM_152665 6,508
CASQ2 NM_001232 5,288
THOCG6 NM_024339 5,225
LOC399900 NM_001013667 5,127
CYP4B1 NM_000779 5,126
SERINC1 NM_020755 5,039
PRPSAP1 NM_002766 4,977

4.2. Genes descritos en procesos biolégicos relacio nados con el proceso
reproductivo.

Una vez se obtuvieron los listados de GE de ambos grupos, los
comparamos con la matriz de genes descritos en procesos bioldgicos relacionados
con la reproduccién segun el Gene Ontology de todos los genes de nuestro listado.

92 GE del grupo E (Tabla 68-R) y 92 del GE NE (Tabla 69-R), estaban

descritos en algunos de esos procesos.
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Tabla 68-R: Genes exclusivos en el grupo E de las ICSIs con semen previamente
crio-conservado previamente descritos en algin proceso biolégico relacionado con

la reproduccion.

Nombre Procesos biol6gicos relacionados con la reproduccio n
Apareamiento, Copula, Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Generacion
ACVR2A de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Inseminacion, Espermatogénesis, Eyaculacion
ADIPOR2 Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo de las células germinales, Embarazo femenino, Reproduccion, Reproduccion
sexual, Proceso reproductivo

BCL10 Desarrollo embrionario

Desarrollo de las génadas, Generacién de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

BUB1 Desarrollo embrionario

ANGPT2

BIK

C5 Desarrollo embrionario

C6 Desarrollo embrionario

Fecundacion, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual,
Proceso reproductivo, Movilidad espermatica, Espermatogénesis
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo embrionario, Generacién de gametos

CATSPER1

CCNB1 masculinos, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis

CD38 Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo
CDO1 Reproduccién, Proceso reproductivo

CITED1 Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

COL2A1 Desarrollo embrionario

CREBL1 Reproduccion, Proceso reproductivo

CRISP1 Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
CTCFL Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
CUBN Desarrollo embrionario
CuUL3 Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal, Espermatogénesis
Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

DAD1 Desarrollo embrionario
Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

DDO Apareamiento, Cépula, Repiidsiliccion, Proceso reproductivo, Inseminacion

CYLC1

CYLC2

DAZAP1
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Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermatidas, Generacion de
DDX25 gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
DEDD Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso

reproductivo, Espermatogénesis

DLX2 Desarrollo embrionario

DMRT1
DMRTA1
DNAJA3

Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario, Generacién de gametos masculinos, Reproduccion,
DNMT3L - ) o
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis
EOMES Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
EP300

ESX1
FAM48A

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Desarrollo embrionario

FBXO5 Desarrollo de las células germinales, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo

FGF10 Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo

FOXR1 Desarrollo embrionario

FSHB Desarrollo de las génadas, Embarazo femenino, Generacion de gametos masculinos,
Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

FURIN Reproduccion, Proceso reproductivo

FzD7
GJA10

Desarrollo embrionario

Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
GPR64 Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

HESX1 Desarrollo embrionario

HOXC10
HPGD
IGFBP7

Desarrollo embrionario
Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo

Embarazo femenino, Reproduccion, Proceso reproductivo, Implantacion embrionaria

IMMP2L Desarrollo de las génadas, Generacién de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Fecundacion, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,

1IZUMO1
LAMA4
LEF1

Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
LHCGR Desarrollo de las génadas, Desarrollo de los genitales, Reproduccién, Proceso
reproductivo

MEOX1 Desarrollo embrionario

MEOX2 Desarrollo embrionario
Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
MICALCL ; = .
reproductivo, Espermatogénesis
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Desarrollo de las células germinales, Generacién de gametos masculinos,
Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las gonadas, Desarrollo embrionario,

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

Fecundacion, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario, Generacién de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis
Desarrollo embrionario, Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo,
Implantacion embrionaria

Desarrollo embrionario
Desarrollo placentario
Embarazo femenino, Reproduccién, Proceso reproductivo

Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo de las células germinales, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo
Desarrollo embrionario
Apareamiento, Copula, Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario,
Reproduccion, Proceso reproductivo
Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Movilidad espermatica, Espermatogénesis

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Apareamiento, Cépula, Reproduccion, Proceso reproductivo, Inseminacion

Desarrollo embrionario

Desarrollo de las células germinales, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis,
Fecundacion, Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccién sexual,
Proceso reproductivo, Espermatogénesis

Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
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UBE3A Desarrollo de las génadas, Fecundacion, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso
reproductivo
USF2 Reproduccion, Proceso reproductivo
VEGFC Desarrollo embrionario
WBP2NL Fecundacion, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
WNT2 Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
Desarrollo de las génadas, Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario,
WNT5A - .
Reproduccién, Proceso reproductivo
WNT8B Desarrollo embrionario
7p2 Fecundacion, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Union del

espermatozoide a la zona pelicida

Tabla 69-R: Genes exclusivos el grupo NE de las ICSIs con semen previamente
crio-conservado, previamente descritos en algin proceso biologico relacionado con
la reproduccion.

Nombre Procesos biol6gicos relacionados con la reproduccio n
AATF Desarrollo embrionario
ACE2 Reproduccion, Proceso reproductivo
ADAMTS1 Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso reproductivo
AFP Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
ALDH1A2 Desarrollo embrionario
ALX4 Desarrollo embrionario
AMH Desarrollo de las génadas, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
AMOT Desarrollo embrionario
APOB Desarrollo embrionario, Fecundacion, Generacion de gametos masculinos,
Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Movilidad espermatica,
Espermatogénesis
ATP6V0OA2 Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal
BIRC3 Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
BIRC6 Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
BMP4 Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las gonadas, Desarrollo embrionario,
Reproduccioén, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
CBX2 Reproduccion, Proceso reproductivo
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CCNF
CD28
CDKL2
CEP290
CHD7
COL16A1
CRH
CRYAA
CSRP2BP
DLX6
DNAJC19
EDN2
EGFR
EIF2B4
EYAlL
FOS
FOXF2
FRAT1
FzD3
GAS8
GBX2
GDF10
GRIN2B
GRSF1
H2AFX

HECTD1
HOXA11
HOXC6
HOXDA4
HSD17B3
IMPAD1
ITGA4
LAMA3

Desarrollo placentario
Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo de los genitales, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo de las génadas, Reproduccién, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo de los genitales, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Movilidad espermatica
Desarrollo embrionario
Reproduccion, Proceso reproductivo
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
Desarrollo embrionario

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario
Desarrollo de los genitales, Reproduccion, Proceso reproductivo,
Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

Desarrollo embrionario
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LEFTY2

Desarrollo de las células germinales, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo

LIG4 Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo

MBNL1
MDFIC
NDP

Desarrollo embrionario
Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo placentario
ODz4

PAQR5
PCYT1B

Desarrollo embrionario
Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo

Desarrollo de las génadas, Generacién de gametos masculinos, Reproduccién,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis,
Fecundacion, Reaccion del acrosoma, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo
Desarrollo placentario

PKDREJ

PLAC1
PLK4

Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
PMCH Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

Reproduccion, Proceso reproductivo

PRL
PRRX2
RAB23

RUVBL1

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

SALL1 Desarrollo de las génadas, Desarrollo embrionario, Reproduccion, Proceso reproductivo

SATB2 Desarrollo embrionario
SEMA3C
SFRP4

SH2B3

Desarrollo embrionario
Reproduccion, Proceso reproductivo

Desarrollo embrionario

SHROOM3
SKIL
SOHLH2

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis

SOX15 Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo

SOX6
SP8
SPAG16

Desarrollo embrionario
Desarrollo embrionario

Generacion de gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
Desarrollo de las células germinales, Desarrollo de las espermatidas, Generacion de
gametos masculinos, Reproduccion, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo,
Espermatogénesis
Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario

SPAG6

SPINT1
SYCP2

Desarrollo de los genitales, Fecundacién, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo
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TAF4 Desarrollo de las génadas, Reproduccion, Proceso reproductivo
TBX15 Desarrollo embrionario
TCFL5 Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
TDRD6 Desarrollo de las células germinales, Generacion de gametos masculinos, Reproduccion,
Reproduccién sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis
TEX15 Desarrollo de los genitales, Fecundacion, Generacion de gametos masculinos,
Reproduccioén, Reproduccion sexual, Proceso reproductivo, Espermatogénesis
TFAP2A Desarrollo embrionario
TFCP2L1 Reproduccion, Proceso reproductivo
THOC6 Reproduccién, Proceso reproductivo
TIEL Desarrollo embrionario
VCAM1 Desarrollo embrionario, Desarrollo placentario
VEZT Vesicula acrosomal, Vesicula acrosomal
WDR33 Generacion de gametos masculinos, Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso
reproductivo, Espermatogénesis
WWP1 Reproduccion, Proceso reproductivo
XRCC2 Desarrollo embrionario

4.3. Andlisis ontoldgico

Se realiz6 el andlisis de los listados de genes exclusivos tanto del grupo E como el
NE, por separado y una vez realizado el andlisis de estos, nos muestra un total de
51, 15, 35 y 3 procesos biolégicos, componentes celulares, funciones moleculares y
rutas metabdlicas estadisticamente afectadas en el grupo E (Tablas 70-R,71-R, 72-
Ry 73-R respectivamente (MA)) y 46, 5, 10 y 6 procesos bioldgicos, componentes
celulares, funciones moleculares y rutas metabdlicas estadisticamente afectadas en
el grupo NE (Tablas 74-R, 75-R, 76-R y 77-R respectivamente (MA)) En
lasfiguras32-R, 33-R, 34-R, 35-R, 36-R y 37-R mostramos los 10 términos
ontoldgicos * con un p-valor més significativo, tanto para el grupo E como NE,
exponiendo a su vez qué porcentaje representan el nimero de GE de nuestros
listados descritos en cada términos ontologicosrespecto al nimero total genes
descritos para dicho términos ontolégicosen la especie Homo sapiens .*En el caso
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de los componentes celulares y funciones moleculares del grupo NE, se muestran

todos los términos ontoldgicos.

Figura 32-R: Los 10 procesos biol6gicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado GE en el grupo E de las ICSIs con semen previamente crio-
conservado. Entre paréntesis estad indicado el nimero de GE de nuestro listado
descritos en el término ontoldgico y la barra azul representa el porcentaje de estos

respecto al total de genes descritos para dicho proceso bioldgico en Homo sapiens.
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Figura 33-R: Los 10 componentes celulares con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado de GE en el grupo E de las ICSIs con semen previamente crio-
conservado. Entre paréntesis esté indicado el nimero de GE de nuestros listados
descritos en el término ontoldgico y la barra azul representa el porcentaje de estos
respecto al total de genes descritos para dicho componente celular en Homo

sapiens.
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Figura 34-R: Las 10 funciones moleculares con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado del grupo GE en el grupo E de las ICSIs con semen previamente
crio-conservado. Entre paréntesis esta indicado el nimero de GE de nuestros
listados descritos en el término ontolégico y la barra azul representa el porcentaje
de estos respecto al total de genes descritos para dicha funcién molecular en

Homo sapiens.
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Figura 35-R: Los 10 procesos biolégicos con un p-valor mas significativo tras el
analisis del listado GE en el grupo NE de las ICSIs con semen previamente crio-
conservado. Entre paréntesis esta indicado el nimero de GE de nuestro listado
descritos en el término ontolégico y la barra azul representa el porcentaje de estos

respecto al total de genes descritos para dicho proceso bioldgico en Homo sapiens.
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Figura 36-R: Componentes celulares tras el analisis del listado de GE en el grupo
NE delas ICSIs con semen previamente crio-conservado. Entre paréntesis esta
indicado el nimero de GE de nuestros listados descritos en el término ontolégico y
la barra azul representa el porcentaje de estos respecto al total de genes descritos

para dicho componente celular en Homo sapiens.
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Figura 37-R: Funciones moleculares estadisticamente afectadas tras el analisis del
listado del grupo GE en el grupo NE de las ICSIs con semen previamente crio-
conservado. Entre paréntesis esta indicado el nimero de GE de nuestros listados
descritos en el término ontoldgico y la barra azul representa el porcentaje de estos
respecto al total de genes descritos para dicha funcion molecular en Homo

sapiens.
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7. Validacion resultados

La expresion diferencial de los microarrays se valido con el método de PCR
cuantitativa (QPCR (quantitativepolymerasechainreaction)).

Se validaron 4 genes por microarray (descritos previamente en el punto 2.5 del
apartado de Material y Métodos) y se validaron sobre los pooles de las muestras
con las que se realizaron los experimentos de microarrays. Esto es, con los pooles
de las muestras tanto del grupo E como NE de todas las técnicas estudiadas. Los
resultados estan representados en las tablas (Figuras 38-R, 39-R y 40-R).No se
procedid a hacer ninguna validacion en el semen en congelado porque no teniamos

expresion diferencial.

Figura 38-R: Validaciones en las muestras de las IAHs. Las validaciones se hacen
sobre los pooles que se utilizan para realizar los microarrays. TCE: Tasa de cambio
de expresion. La barra verde oscuro representa TCE obtenida por qPCR y la verde
claro la obtenida en el microarray. La TC se expresa en positivo cuando el gen esta
sobre-expresado en el grupo E respecto al NE, y en negativo cuando esa situacion

se da a la inversa.
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Figura 39-R: Validaciones en las muestras de las FIVs. Las validaciones se hacen
sobre los pooles que se utilizan para realizar los microarrays. TCE: Tasa de cambio
de expresion. La barra morada oscura representa TCE obtenida por qPCR vy la
morada clara la obtenida en el microarray.La TC se expresa en positivo cuando el
gen esta sobre-expresado en el grupo E respecto al NE, y en negativo cuando esa

situacion se da a la inversa.
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Figura 40-R: Validaciones en las muestras de las ICSIs con semen fresco. Las
validaciones se hacen sobre los pooles que se utilizan para realizar los microarrays.
TCE: Tasa de cambio de expresién. La barra naranja oscura representa TCE
obtenida por qPCR y la naranja clara la obtenida en el microarray.La TC se expresa
en positivo cuando el gen esta sobre-expresado en el grupo E respecto al NE, y en

negativo cuando esa situacién se da a la inversa.
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8. Comparaciones entre técnicas.
8.1. GDE.

Una vez obtenidos los listados de GDE, se compararon todos los listados de los
GDE en busca de genes comunes tanto entre los grupos E (GDE grupos E tanto de
IAH, FIV e ICSI semen fresco) como de los NE (GDE grupos NE de IAH, FIV e ICSI
semen fresco). Los resultados de estas comparaciones se muestran en las figuras
figura 41-R yfigura 42-R y en las tablas 78-R ( MA) y 79-R (MA).
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Figura 41: GDE comunes entre los grupos que logran el embarazo (Grupos E)

entre todas las técnicas.
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Figura 42: GDE comunes entre los grupos que no logran el embarazo (Grupos NE)

entre todas las técnicas.

FIV 62
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8.2. GE.

Una vez obtenidos los listados de GE, se compararon todos los listados de los GE
en busca de genes comunes tanto entre los grupos E (GE grupos E tanto de I1AH,
FIV, ICSI semen fresco e ICSI semen crio-conservado) como de los NE (GE grupos
NE de IAH, FIV, ICSI semen fresco e ICSI semen crio-conservado).Los resultados
de estas comparaciones se muestran en las figuras 43 y 44 las tablas 80-R ( MA)
y 81-R (MA).

Figura 43: GE comunes entre los grupos que logran el embarazo (Grupos E) entre
todas las técnicas.
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Figura 44: GE comunes entre los grupos que no logran el embarazo (Grupos NE)

entre todas las técnicas.
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8.3. Totales.

También hemos comparado el nimero total de genes que se expresan en cada uno
de los experimentos de microarrays (IAH, FIV, ICSI semen fresco e ICSI semen

crio-conservado). Los resultados estan reflejados en la Figura 45-R .
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Figura 45: Genes totales comunes entre todos los grupos y entre todas las
técnicas.
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D1SCuUsS1On

Yo le queria decir la verdad por amarga que fuera
contarle que el universo era méas ancho que sus cade  ras.
Le dibujaba un mundo real no uno color de rosa,

pero ella preferia escuchar mentiras piadosas.

(Mentiras piadosas. Mentiras Piadosas. Joaquin Sabina)
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Discusién

Los datos obtenidos en esta tesis nos muestran que hay diferencias entre
los grupos que logran un embarazo vs. aquellos que no, en las tres técnicas de
reproduccién asistida estudiadas, en cuanto a su contenido de ARNm, y que esas
diferencias podrian explicar, al menos en parte, el éxito en referencia a la

consecucion o no de un embarazo.

Los microarrays son herramientas de analisis masivo muy Utiles, que en los
Gltimos afios han logrado alcanzar gran relevancia. Se describieron por primera vez
a mitad de los afios noventa (Schena et al., 1995). El hecho de pasar de analizar
sb6lo dos o tres parametros con técnicas analiticas convencionales como por
ejemplo los western o northen blot o PCRs a poder analizar miles de ellos
simultdneamente, ha supuesto un gran paso cuantitativo aunque no tanto
cualitativo. Y es que la gran ventaja de estos sistemas de andlisis masivo, también
es su principal handicap: el andlisis de esa proporciébn de datos de manera
conjunta es muy complejo, y nos tenemos que ayudar de programas bioinformaticos

para poder extraer conclusiones.

Una de las cuestiones fundamentales es que el hecho de que haya 950
genes diferencialmente expresados en las muestras de semen que logran un
embarazo frente aquellas que no, sélo quiere decir que su contenido de ARNm es
diferente pero ¢cual es el significado biolégico de estas cientos de diferencias?
Analizar un problema de manera pormenorizada, que contempla 950 variables es
algo, hoy por hoy, imposible. Por este motivo en esta tesis se ha intentado hacer
una aproximacion funcional y una interpretacién biolégica de estas diferencias

mediante la ontologia génica.

En lineas generales, cuando los listados de GDE son analizados, no
hallamos términos ontoldgicos estadisticamente significativos claramente

relacionados con la funcién reproductiva humana excepto cuando se analiza el
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listado de GDE obtenido al analizar las muestras que se someten a una FIV dénde
si se observan términos ontoldgicos estadisticamente significativos relacionados
de una forma explicita con la funcién reproductiva, como por ejemplo Proceso
Reproductivo, Reproduccion, Embarazo, Generacion de Gametos,
Reproduccion Sexual, Implantacion Embrionaria, Gene racion de Gametos

Masculinos, Espermatogénesis y Penetracion de la Zo  na Pellcida.

Como resultado excepcional y que merece una reflexion particular, es aquel
obtenido cuando el andlisis se realiza sobre muestras de semen que se sometieron
previamente a un proceso de crio-preservacién convencional como medida de
caracter logistico asociado al tratamiento de reproduccién asistida aplicado. Los
dafios que produce la crio-preservaciéon espermatica en la composicion de la
membrana, en los mecanismos de sefializacion celular o en la actividad
mitocondrial han sido extensamente descritos (Meseguer et al., 2004b), también la
alteracion en la expresion y actividad de determinados genes relacionados con el
estrés oxidativo (Meseguer et al., 2004c). En nuestro caso no encontramos GDE en
los grupos comparados de pacientes que consiguen o no embarazo. Es posible que
los dafios producidos por la crio-preservacion se hagan extensibles a la integridad
del ARNm espermaético que se vea claramente afectado, o que el mismo proceso
afecte selectivamente a los espermatozoides homogeneizando el nivel de expresion
génica que corresponderia con la de los espermatozoides que sobreviven al

tratamiento de crio-preservacion.

El andlisis ontolégico nos proporciona una interpretacion funcional, sin
embargo no nos indica en qué direccion se da esta. En otras palabras, la ontologia
génica nos proporciona un listado de aquellos términos ontoldgicos
estadisticamente significativos segun un listado de genes dados, pero no podemos
saber si eso va en detrimento o no de dicho proceso biolégico, componente celular
o funcién molecular. Resumiendo, si la espermatogénesis aparece como proceso

biologico estadisticamente afectado, no se puede afirmar, de manera rotunda, si
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esto significa que estd perjudicada o por el contrario, que sea un proceso que
funcione mejor en ese grupo, s6lo puedo enunciar que esta afectada, pero no en
gué direccién, sdlo podemos hacer suposiciones y conjeturas respecto a lo que

pudiera significar esto a nivel funcional.

Otros términos ontoldgicos con una relacion no tan clara con la funcion
reproductiva, estadisticamente significativos cuando analizamos los listados de
GDE en cada una de las técnicas, pero que pueden estar correlacionados en cierto
grado con el éxito reproductivo y que son comunes en las tres técnicas utilizadas,
entre otros muchos, podrian ser la ruta metabdlica y componente celular Lisosoma
y las funciones moleculares de 16n de union al Cadmio y al Cobre . Estas podrian
estar relacionadas con la vesicula acrosomal, cuyo interior alberga las proteinas
proteoliticas que se encargan de degradar la zona pellcida del ovocito, paso previo
e indispensable para su fecundacién y que deriva del lisosoma. Por otro lado la
presencia de metales pesados, como el cadmio o el cobre, pueden resultar
perjudiciales para la fertilidad masculina, por ejemplo, influyendo de manera
negativa en la espermatogénesis, de modo que el hecho de que los procesos de
detoxificacion de estos estén mas o menos operativos, puede redundar en la
fertilidad de un individuo (Kusakabe et al., 2008a y Kusakabe et al., 2008b).

Por otra parte, al estudiar el analisis ontoldgico de los listados de los genes
exclusivos tanto para el grupo E como el NE para cada una de las técnicas, solo
una minoria de los términos ontolégicos que estan estadisticamente afectados
tienen una relaciéon con el proceso reproductivo humano, como por ejemplo la
funcién molecular de union al acido hialurénico , estadisticamente afectada
cuando analizamos el listado de GE en el grupo E de las IAHs. Durante el proceso
de fecundacion en humanos las células del cimulus que rodean al ovocito después
del pico de hormona luteinizante, secretan &cido hialurénico, responsable de la
expansion o mucificacién del mismo y que los espermatozoides tienen receptores

de dicha sustancia en la superficie para unirse a él y degradarlo con el fin de
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atravesar finalmente las células de la granulosa y contactar con la zona pellcida.
Ademas la presencia de receptores de acido hialurénico se constituye como un
marcador de madurez espermatica y baja tasa de fragmentacion de ADN (Kovacs
et al., 2011, Nasr-Esfahani et al., 2008) . Algunos procesos relacionados con el
desarrollo embrionario estdn afectados al analizar los GE tanto del grupo que no
logra la gestacion en las FIVs y las ICSIs con muestras previamente crio-
conservadas, como de aquel que si la alcanza tras someterse a un tratamiento de

ICSI con semen fresco.

Una vez realizado el andlisis ontolégico de los listados de genes, también
efectuamos el analisis de forma inversa, como ya explicAbamos en la seccion de
material y métodos (esto es, cuales de nuestros genes estaban descritos en algin
proceso relacionado con la reproduccion y no que términos ontoldgicos estan

estadisticamente afectados dados nuestros listados de genes).

En el caso de las IAHs, dentro de los genes descritos en procesos
reproductivos entre aquellos diferencialmente expresados entre el grupo que
embaraza frente al que no, podiamos resaltar la PROKC2, (GDE del grupo E) cuya
deficiencia puede ser causante del Sindrome de Kallman (tipo 4), el cual cursa con

infertilidad masculina por hipogonadismo secundario (Martin et al., 2011).

Ninguno de los GDE estaba descrito en movilidad espermatica, funciéon que
se podria presumir mas desarrollada o0 mas importante en los espermatozoides que
son exitosos en la consecucién de un embarazo tras una IAH (o al menos mas que
en aquellos destinados a una FIV o a una ICSI, donde el recorrido a realizar por el
espermatozoide es mucho menor o inexistente en el caso de una ICSI) aunque si
gue hallamos uno implicado en la union y penetracion de la zona pellGcida
(B4AGALT1).

Algunos estudios sostienen que los ARNm de los espermatozoides son

remanentes que se originaron tras el procesos de espermatogénesis y que en si
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mismos pueden reflejar un monitoreo o seguimiento de este proceso en concreto.
Seis de los GDE en el grupo E de las IAHs estan descritos en espermatogénesis
(BCL6, PROK2, RGS2, SLC2A14, UBR2 y ZFP41) y podrian ser susceptibles de
ser empleados para el chequeo de este proceso, imprescindible para la fertilidad
masculina (Lalancette et al.,, 2008, Miller and Ostermeier., 2006a, Miller and
Ostermeier., 2006b, Miller et al., 2005, Ostermeier et al., 2002, Miller et al., 1999)

La mayoria de genes descritos en procesos biologicos relacionados con la
reproduccién, responden a procesos mas generales como Reproduccion, Proceso
Reproductivo, Reproduccion sexual, Generacion de gametos masculinos o
Desarrollo Embrionario . Esto mismo se repite al analizar los genes
diferencialmente expresados en grupo que no logra la gestacion tras una IAH, asi
como al analizar los listados exclusivos genes exclusivos de ambos grupos (E y
NE).

En el caso de la FIV tenemos 8 GDE descritos en la espermatogénesis, 7
en el grupo NE (TNP2, SPATA20, OAZ3, ODF1, SPATA3,SPANXAL, DNAH9) y 1
en el grupo E (RGS2). Cabe destacar que so6lo encontramos un gen implicado en
movilidad espermatica (TNP2) y 2 en penetracion de la zona pelicida, uno en cada
grupo (HEXB en el Ey TNP2 en el NE).

El gen TNP2 ademas esta descrito en fecundaciéon y en el proceso de
reaccion del acrosoma (paso previo e indispensable para la penetracion del

espermatozoide en el ovocito).

El resto de GDE tanto del grupo E como del NE de las FIVs mayormente
estan descritos en procesos mas generales relacionados con la reproduccion como
Reproduccién, Reproduccion sexual, Proceso reproduc tivo, Generacion de
gametos o Desarrollo Embrionario (como ya se ha descrito anteriormente en las
IAHS).
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Analizando los listados de genes exclusivos en el caso de las FIV, nos
encontramos con lo citado anteriormente, que el conjunto de estos estaba
principalmente descrito en Reproduccion, Reproduccién sexual, Proceso
reproductivo, Generacion de gametos o0 Desarrollo Embrionario , aunque
caben destacar 3 genes entre los GE del grupo E descritos en Implantacion
Embrionaria (IGFBP7) ; Fecundacion (SYT6) y Unién del espermatozoide a la
zona pelicida (ZP2) y otros 2 GE del grupo NE implicados en Implantacion
Embrionaria (CALCA y LIF).

Cuando estudiamos los GDE previamente descritos en procesos
reproductivos en el caso de la técnica ICSI con semen fresco, ninguno de ellos lo
esta en procesos tales como de movilidad espermatica o penetracién de la zona
pelicida. Segun este analisis ontoldgico, podemos pensar que las muestras
destinadas para ICSI realmente no requieren ni movilidad, ni penetrar la zona
pellcida ya que el espermatozoide es inyectado directamente al ovocito asi que por

ello no encontramos diferencias en este tipo de genes en las muestras E y NE.

Ademas, entre los 44 GDE del grupo E identificamos 2 grupos que podrian
influir a la hora de lograr el embarazo: registramos 4 catepsinas y 6 metaltioninas.
Las catepsinas conforman una familia de proteasas de cisteina que han sido
ampliamente descritas en procesos proteoliticos y desempefian un papel importante
en la remodelacién de los epitelios seminiferos de los testiculos, aunque esto de
momento se ha descrito mayormente en modelos animales como de roedores
(Anway et al., 2004 y Jervis and Robaire , 2001).

En esta linea de evidencias, el cadmio puede ser causante de diversos
trastornos en los testiculos, y metalotioneina es conocida como una proteina que
tiene una funcion de la desintoxicacion de metales pesados. Algunos estudios
proponen que la metalotioneina es inducida por el cadmio en espermatogonias,

espermatocitos y células de Sertoli, y esta implicada en la resistencia al dafio tisular
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inducido por este metal pesado, asi que puede jugar un papel en la funcion

reproductiva masculina (Kusakabe et al., 2008a y Kusakabe et al., 2008b).

Cuando estudiamos los listados de GE, tanto en el grupo E como el NE,
observamos la misma tendencia referida ya anteriormente en el caso de las IAHs y
las FIVs, esto es que la mayoria de los genes estan descritos, nuevamente, en
Reproduccién, Proceso Reproductivo, Desarrollo embr ionario o Generacion

de gametos masculinos

Hasta el momento, en todos las técnicas estudiadas, hemos encontrado
tanto diferencias en cuanto a la expresion diferencial, como aquella que hemos
denominado exclusiva, sin embargo, cuando lo que analizamos es la expresion
diferencial cuando los que se analizan son los microarrays de muestras de semen
previamente crio-conservadas que logran o no gestacién no observamos ninguna
diferencia, el posible origen de estas ausencias ha sido comentado previamente.
No obstante, si que se ven diferencias en cuanto a la expresién exclusiva y son
estas variaciones las que podrian explicar, en parte el mayor o menor éxito
reproductivo de estas muestras y como pasa en los casos anteriores estan
mayormente descritos en los procesos de Desarrollo Embrionario,

Reproduccion o Proceso Reproductivo

Analizando los GDE en los grupos que logran el embarazo y que son
comunes a las tres técnicas, observamos que hay mas genes comunes entre I1AH y
FIV (55 genes) que entre IAH e ICSI (20 genes), esto es totalmente comprensible,
porque hay mas semejanzas entre las acciones que debe realizar el
espermatozoide para conseguir una fecundacion exitosa entre la I1AH y el FIV que
entre laIAH y el ICSI.

Al comparar finalmente todos los GDE del grupo que logra la gestacion
encontramos que 12 son comunes a las 3 técnicas, lo que hemos denominado para

estas muestras como el “paquete molecular basico de fertilidad”. De esos 12 genes,
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s6lo la GRN estaba previamente descrita en procesos relacionados con la
reproduccién tales como Desarrollo de los genitales, Reproduccién, Proceso

Reproductivo e Implantacion Embrionaria.

Cuando lo que comparamos son los GDE correspondientes a los grupos
gue no embarazan en las tres técnicas estudiadas, sélo hallamos genes comunes
entre las IAH y el FIV (CFC1, CGB1, CHRDL1, FDPSL4, VPS18 y WDR21C).

Una gran parte de los GDE estan implicados (tanto de los grupos E cono
NE en las 3 técnicas) en el desarrollo embrionario, lo que sustentaria la hip6tesis de
autores como Miller, Krawet y Ostermeier que mantienen que algunos ARNm estan
implicados en el desarrollo embrionario (Lalancette et al.,, 2008, Miller and
Ostermeier., 2006a, Miller and Ostermeier., 2006b, Miller et al., 2005).

También se observa una tendencia a la baja en cuanto al nimero de GDE
entre las técnicas, ya que este va disminuyendo conforme mayor es la intervencion
por parte del embridlogo, lo que podria suponer una menor exigencia en cuanto a
los requerimientos a cumplir por parte del espermatozoide para llevar a cabo la
fecundacion, desarrollo embrionario y finalmente la consecucidon de un embarazo

cuanto mas invasiva es la técnica,

Un hecho que nos llamé la atenciéon una vez analizados los datos fue que
en la expresion exclusiva, a pesar de suponer una mayor cantidad de genes que
aquellos que estan diferencialmente expresados, no encontramos ninguno comin a
las tres técnicas, tanto en el grupo E como el NE. Este hecho, unido a que muchos
de los genes exclusivos de los grupos NE estaban descritos en procesos con una
clara funcion reproductiva, nos hace considerar que las diferencias halladas a nivel
de expresion exclusiva podrian tener un  menor peso que aquellas que
expresandose en los dos grupos, lo hace de diferente manera (esto es la expresion
diferencial). Y lo pensamos porque si en la expresion exclusiva, hay genes

relacionados con funciones reproductivas tanto en los grupos E y NE como por
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ejemplo, el desarrollo embrionario o con embarazo, bien puede ser que este gen no
tenga tanto valor en dichos procesos 0 que sea una combinacién de genes
exclusivos la que confiera una mayor probabilidad de lograr o no un embarazo, que

se puede dar o no, y que desconocemos cual podria ser.

Otros aspectos a tener en cuenta es que los datos obtenidos en esta tesis,
aunque reveladores e innovadores en cuanto al modelo experimental, son
dificilmente reproducibles de una manera exacta, ya que estamos hablando de
datos obtenidos por pooles y que ademas si estos experimentos se hubieran
realizado con diferentes poblaciones, probablemente los resultados hubieran sido
diferentes, no en cuanto a la conclusién de que el contenido de ARNm difiere en las
muestras se semen que logran 0 no una gestacion sino en cuanto a cudales son

esos genes y su funcién biologica.

El conjunto de ARNm presentes en el espermatozoide, es una poblacion
altamente heterogénea, dificilmente caracterizable y que ademas puede estar

supeditada a la maquinaria de reparacion del ovocito.

Las limitaciones de nuestro estudio nos hacen ser cautelosos en cuanto a
los resultados obtenidos, ya que para la consecucion de un embarazo influyen
innumerables factores que nosotros no podemos controlar. Lo Gnico que hemos
podido hacer es estandarizar al maximo todos los factores posibles para que fuera
el factor masculino el de mayor peso para cada una de las técnicas estudiadas. Por
lo tanto, lo mas innovador de esta tesis es su disefio experimental, totalmente
novedoso dentro de la literatura cientifica, que ha supuesto una extremadamente

cuidadosa seleccion y recoleccion de las muestras estudiadas en esta tesis.

Para hacernos una idea de la delicada recoleccion de las muestras
necesarias para este estudio, en la clinica VI Valencia, donde se han recogido las
muestras, segun datos de 2010, se realizaron alrededor de 3000 ciclos de IAH al

afio , sin embargo, alrededor de 50 IAHs fueron las que cumplian los criterios de
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inclusion requeridos para el estudio, lo que supone aproximadamente el 1,6% del
total que se hacen al afio, si a esto sumamos que solo el 20% de las parejas que se
someten a una IAH se quedan embarazadas en su primer intento y que ademas,
cuando se hace la extraccion de ARNm de estas no siempre este es de calidad
Optima para realizar los microarrays, para conseguir las 10 muestras que lograban

el embarazo se tard6 algo mas de un afio.

En cuanto a la recoleccion de las muestras de FIV, el problema era que
esta técnica funcionaba extremadamente bien, si en el caso de las IAHs era dificil
conseguir aquellas que lograban alcanzar una gestacién, aqui fue complejo
conseguir aquellas que no lo lograban tras someterse a una FIV, ademas de ser la
técnica que menos se empleaba en la rutina clinica (aproximadamente unos 450
ciclos, frente a los 3300 que se realizaron de ICSI). En este caso se tard6
aproximadamente 2 afios y medio en conseguir las muestras para realizar los
experimentos de microarrays. En un principio, se intentaron recoger muestras de
FIVs siguiendo el mismo modelo que se us6 en las ICSIs (donante para 2
receptoras, logrando sélo una de ellas la gestacion), sin embargo, el bajo nimero

de ciclos de FlIVs frente a los de ICSIs no lo hizo viable.

En el caso de los procedimientos de ICSI (se realizan unos 3300 ciclos de
ICSI por afio), lo que hay que tener en cuenta es que necesitdbamos un proceso en
el que una sola donante donara sus ovocitos a dos receptoras distintas que se
sometieran al mismo procedimiento y con el mismo tipo de semen (esto es en
fresco o con semen crio-conservado) y que ademas una de estas receptoras
guedara embarazada y la otra no. La mayoria de veces, una donante sélo tiene una
receptora y cuando le da a mas pueden tratarse de procedimientos o tipos de

semen distintos.

Finalmente, los modelos experimentales descritos en este trabajo de tesis
doctoral, para cada una de las técnicas estudiadas, son los que nos han permitido

una mayor estandarizacion del factor femenino, sin embargo este no ha podido ser
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completamente anulado como factor de distorsion. Esta claro que lo ideal para
hacer este estudio hubiera sido poder analizar el espermatozoide que

individualmente conseguia la gestacion, cosa que evidentemente, era imposible.

Otro dato a tener en cuenta es que, a pesar de encontrar grandes
diferencias entre las poblaciones de espermatozoides que lograban o no una
gestacion para cada una de las técnicas estudiadas, estas diferencias pueden estar
diluidas respecto al poder reparador del ovocito. En algunos casos, como cuando
se estudia la fragmentacion del ADN espermatico, se observa que este no afecta en
exceso a la calidad embrionaria o tasas de gestacion y esto se cree que es debido,
principalmente a la capacidad reparadora del ovocito. Podiamos pensar que si el
ovocito es capaz de reparar o solucionar problemas en el ADN espermatico también
podria ser capaz de puentear o “bypassear” posibles carencias de determinados

ARNM que pudieran ser importantes para alcanzar una gestacion.

El nacimiento de las técnicas que nos permiten analizar muchas variables a
la vez, viene de la mano del desarrollo de programas informaticos que permiten el
analisis conjunto de tantas variables. En esta tesis nos hemos servido de un par de

ellos: Gene Ontology y David Genes.

Como ya hemos comentado anteriormente, la cantidad inmensa de
informacién que generan los experimentos de microarrays, pueden conducirnos a
un estado de ansiedad a la hora de sacar informacién determinada y concreta, de
ahi uno de lo grandes retos de esta tesis que ha sido encontrar la forma mas
sencilla y sistematica de presentar los datos. Por este motivo nos servimos de esos
programas bioinformaticos, que nos ayudaran a dirigir nuestras investigaciones en

una direccion determinada.

Concluyendo y a modo de resumen, la mayoria de términos ontolégicos
estadisticamente afectados cuando analizamos los diferentes listados de genes no

estan relacionados con funciones reproductivas, al menos directamente. Muchos de
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los términos ontologicos son comunes a todas las técnicas y por norma se tratan de
términos que podriamos denominar de patrén ubicuo. Ademas, cuando nos
referimos a los GDE y GE de los distintos listados que previamente estaban
descritos en procesos relacionados con la reproduccién, sélo un pequefio
porcentaje de todos los que aparecen en los listados lo esta, lo que nos indica que

aun existe un gran desconocimiento sobre la fisiologia del espermatozoide

Los datos nos revelan que existen diferencias entre las muestran que
embarazan y las que no para cada una de las técnicas, sin embargo es dificil saber
exactamente cémo afectan estas diferencias al potencial reproductivo de las

muestras de semen.

Esta tesis pretende contribuir en un futuro uso diagnéstico de la tecnologia
del microarray para potenciar el poder diagnostico del espermiograma, o bien para
seleccionar nuevas moléculas marcadoras para una mejor seleccion de los
espermatozoides en los TRAs, como ha ocurrido en otras disciplinas, por ejemplo
en el caso de la oncologia, donde esta herramienta de analisis masivo se usa a la
hora de clasificar, diagnosticar e incluso seleccionar el tratamiento en diferentes
tipos de cancer (Brinkmann and Wong., 2011, Reis-Filho and Pusztai., 2011,
Yoshihara et al., 2010).

Se necesitan mucho mas estudios en esta direccion, probando primero con
muestras individuales de pacientes y quiza con modelos animales knock-out con los
que se pueda comprobar la implicacién funcional biolégica real de las diferencias

halladas.
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ONc Siones

En Macondo comprendi, que al lugar donde has sido f  eliz, no debieras tratar de volver.
(Peces de ciudad. Dimelo en la Calle. Joaquin Sabina)

Cuando al punto final de los finales
no le siguen dos puntos suspensivos...

(Lo peor del amor. Joaquin Sabina)
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Conclusiones

El contenido de ARNm presente en los espermatozoides difiere
profundamente entre aquellas muestras procedentes de pacientes que
logran un embarazo frente aquellas que no (tanto cuando nos referimos a
los genes exclusivos como aquellos diferencialmente expresados).

La poblacion de ARNm diferentes entre muestras de espermatozoides con
las que se consigue una gestacion o no, también es distinta en un elevado
grado segun la técnica de reproduccion asistida que estudiemos.

El nimero de genes diferencialmente expresados es menor cuanto mas
invasiva es la técnica, lo que puede indicar que los requerimientos
moleculares para la consecucién exitosa de una gestacion son menos
cuanto mayor es el nimero de barreras biolégicas que se evitan con las
técnicas de reproduccion asistida.

Existe un alto grado de desconocimiento de la fisiologia espermatica, desde
el punto de vista de que s6lo un bajo porcentaje de la poblacién de ARNm
que aparece descrita en esta tesis, relacionados con los resultados
reproductivos de las diferentes técnicas, han sido previamente descritos en
ninguna funcion relacionada con la reproduccion.

Lo anteriormente mencionado nos lleva a concluir que el uso de
microarrays para predecir los resultados de reproduccién asistida, es una
posibilidad real, que debera contrastarse prospectivamente en un estudio
clinico para determinar la capacidad de clasificacién de la prueba.
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Abreviaturas
ADN: Acido desoxiribonuclueico
ARN: Acido ribonucleico
ARNm: Acido ribonucleico mensajero
E: Embarazo
FIV: Fecundacion in Vitro
FSH: Follicle-stimulating hormone (Hormona foliculo estimulante)
GDE: Genes diferencialmente expresados
GE: Genes exclusivos
GnRH: Gonadotropine-releasing hormone (Hormona liberadora de gonadotropina)
GO: Gene Ontology
hCG: human chorionic gonadotropin (Gonadotropina coriénica humana)
hMG: Human menopausal gonadotropin (Gonadotropina menopausica humana)
IA: Inseminacién artificial homéloga
IAH: Inseminacion artificial homologa

ICSI: Intracytoplasmic sperm injection( Inyeccion intra-citoplasmatica de
espermatozoides)

IMC: indice de masa corporal

LH: Luteinizing hormone (Hormona luteinizante)

MACSs: Magnetic-activated cell sorting (separacioén celular inmunomagnética)
NE: No embarazo

Ng: nanogramos

OMS: Organizacion mundial de la salud

Pb: pares de bases
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PBS: Phosphate buffered saline

PCR: Polymerase chain reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)
gPCR: quantitative PCR (PCR cuantitativa)

RAE: Real academia de la lengua espafola

RPM: Revoluciones por minuto

SCSA: Sperm Chromatin Structure Assay

SCD: Sperm chromatine dispersion

TC: tasa de cambio

TRASs: Técnicas o tratamientos de reproduccidn asitida

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
Ul: Unidades internacionales

B-hCG: Subunidad beta de la hCG o lo que vulgarmente se denomina prueba de
embarazo

pl: microlitro

MM: micromolar
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Epilogo

Nunca me planteé tener hijos hasta que empecé a ver el drama de muchas
personas para tenerlos. Nunca pensé que pudiera tener problemas hasta que vi
gente, incluso mucho mas joven que yo, que no podia tener descendencia.

Al final, ni mi pareja ni yo hemos tenido problema alguno para traer al
mundo a nuestra hija, pero sélo hay que fijarse un poco para ver que estamos todos
rodeados de gente que no lo tiene tan facil, todos conocemos a alguien que no
puede tener hijos y que requiere de los avances médicos para conseguir este
objetivo.

Por ese motivo creo que el trabajo que hacen los profesionales de la
reproduccién asistida en clinicas como el VI y los laboratorios de este grupo (que
es el caso que conozco mas de cerca) es maravilloso y precioso y pensar que igual
de manera remota, con esta tesis, pudiera poner un diminuto granito de arena para
ayudar en un futuro a la gente que no puede tener hijos, me hace sentir realmente
feliz.

Porque estoy harta. Porque estoy harta de tenerlas y no poderlas usar en cosa propia.

Que estoy ofendida, ofendida y rebajada hasta lo 4l timo, viendo que los trigos
apuntan, que las fuentes no cesan de dar agua y que paren las ovejas cientos de
corderos, y las perras, y que parece que todo el ca  mpo puesto de pie me ensefia sus

crias tiernas, adormiladas, mientras yo siento dos golpes de martillo aqui, en lugar de
la boca de mi nifio

Yerma. Federico Garcia Lorca
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