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Resumen

Resumen

Comprender las causas subyacentes de la infertilidad masculina continta siendo un
importante desafio para los andrologos. Esto es especialmente relevante en pacientes infértiles
que muestran parametros seminales normales y sin anormalidades urogenitales o genéticas.
En estos casos de infertilidad idiopatica o inexplicada la identificacion de nuevos

biomarcadores podria ser de gran interes.

Los ARNs pequefios son reguladores claves tanto de procesos fisiologicos como
patoldgicos con un gran impacto en la funcion reproductiva. Estas moléculas se encuentran en
diversos fluidos bioldgicos, incluido el plasma seminal, donde posiblemente actGan como
mensajeros paracrinos o endocrinos. Con la finalidad de evaluar su utilidad como nuevos
posibles biomarcadores asociados a infertilidad idiopatica en este trabajo se determinaron los
niveles de diversos ARNs pequefios en plasma seminal de individuos normozoospérmicos en
el marco de un estudio prospectivo con parejas que se sometieron a uno 0 mas tratamientos de
ICSI con ovocitos donados. En funcion del resultado del procedimiento los pacientes fueron
divididos en 3 grupos: el grupo control ICSI(+), 21 pacientes que lograron el embarazo; PlI
(por Posible Infertilidad Idiopatica), 9 pacientes que se sometieron a méas de un procedimiento

de ICSI sin éxito; y x1, 11 individuos que realizaron solo 1 ciclo sin embarazo.

Mediante ensayos de RT-gPCR se lograron cuantificar los 8 de los 9 candidatos
seleccionados: 5 tIARNS (tARNS®, tiARN®" tiARN®Y, tiARN™ y tiARNM® y 3 miARNs
(miR-107, miR-320 y let-7). Los resultados obtenidos al comparar los grupos demuestran que
los niveles de tiIARN™, tiARN®" y tiARN™ se encuentran significativamente elevados en el
grupo PII respecto a los controles. Por otro lado, miR-107 y los miembros de la familia let7
mostraron una tendencia opuesta, con niveles disminuidos en el plasma seminal de PII

respecto a ICSI(+).

En suma, nuestros resultados muestran un perfil de ARNs pequefios alterado en pacientes
que se sometieron a mas de un ciclo fallido de ICSI con ovocitos donados (posibles casos de
infertilidad idiopatica), claramente diferenciado de los pacientes que lograron el embarazo.
Ademas, los niveles de miARNs y tiARNs presentan comportamientos opuestos cuando se
comparan los grupos de estudio, hecho que sugiere que estos dos tipos de moléculas tendrian

roles diferentes en la regulacion de la funcién reproductiva.
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1 Introduccién

1.1 Infertilidad y factor masculino.

La infertilidad afecta al 15% de la poblacion mundial y el factor masculino esta
involucrado en aproximadamente la mitad de los casos. La naturaleza compleja de esta
condicidn se debe a que cada individuo de la pareja aporta un bagaje Unico de caracteristicas
tanto a nivel genémico como protedmico y metabdlico, las cuales interactdan en formas
impredecibles. La frustracion a la que se enfrentan las parejas se ve agravada por las
dificultades que tienen los médicos en cuanto al diagnostico y el tratamiento de la infertilidad,
en particular en varones. De hecho, muchos casos de infertilidad masculina se definen como
“sin causa aparente” o idiopaticos y, como tal, la mayoria de los diagndsticos tienden a ser de

caracter descriptivo mas que especifico *.

1.2 Aparato reproductor masculino.

El sistema reproductor masculino se compone de los testiculos, las vias espermaticas, las
glandulas accesorias y el pene. Los testiculos son 6rganos ovoideos que se localizan por fuera
de la cavidad corporal en un saco de piel, el escroto. Estos cumplen una funcion doble que
consiste en producir espermatozoides y hormonas sexuales masculinas. Cada testiculo se
encuentra dividido en aproximadamente 250 compartimentos piramidales denominados
lobulillos testiculares. Cada lobulillo se encuentra ocupado por uno a cuatro tubulos
seminiferos que se alojan como ovillos envueltos en tejido conjuntivo laxo con abundancia de
vasos sanguineos Yy linfaticos, nervios y células intersticiales (células de Leydig). Los tubulos
seminiferos producen las células germinales masculinas, los espermatozoides, mientras que

las células intersticiales de Leydig secretan andrégeno testicular 2.

Los conductos genitales intratesticulares se continGan con los tdbulos seminiferos y
conducen espermatozoides. Estos incluyen los tlbulos rectos, los cuales a su vez se contintian
en la red testicular de la cual parten los conductillos eferentes, que confluyen de manera

gradual para formar el conducto del epididimo %3 *.

Los conductos genitales extratesticulares (via espermatica), que transportan los
espermatozoides desde el testiculo hasta el meato del pene, son el conducto del epididimo, el
conducto deferente, el conducto eyaculador y la uretra. EI conducto del epididimo es un tubo
unico muy enrollado, que constituye la localizacion primaria para la maduracion y

almacenamiento de los espermatozoides. Durante la emision del semen, los espermatozoides
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son expulsados desde la cola del epididimo hacia el conducto deferente (Figura 1) %**. Las
glandulas accesorias productoras de secreciones esenciales para la funcion reproductora del
hombre, son las vesiculas seminales, la prostata y las glandulas bulbouretrales (glandulas de
Cowper). Estas secreciones son almacenadas por las glandulas y expulsadas durante la

eyaculacion 2
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Figura 1.Diagrama esquematico de los componentes del sistema genital masculino. El testiculo y
el epididimo se representan con un aumento diferente al de las otras estructuras. Imagen extraida
de Junqueira LC, Carneiro J: Histologia Basica: Texto y Atlas, 12% ed. 2013.

1.2.1 Composicién del semen

El semen contiene espermatozoides y una mezcla compleja de liquidos y moléculas que
sustentan la viabilidad de los espermatozoides y facilitan la fecundacion. Los espermatozoides
representan menos del 5% del volumen del semen °. Aproximadamente el 70% del volumen
eyaculado humano se origina en las vesiculas seminales. Estas son glandulas que producen
una secrecion amarillenta, levemente alcalina, que contiene sustancias importantes para los
espermatozoides como fructosa, citrato, inositol, prostaglandinas, y varias proteinas. El
monosacarido fructosa que se halla en el semen es el principal nutriente de los
espermatozoides. La prdstata contribuye con un liquido levemente acido que contiene acido
citrico y enzimas, en particular fosfatasa acida y fibrinolisina. Estas sustancias conforman el

20% del volumen del semen. Los oOrganos reproductivos restantes, las glandulas
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bulbouretrales, el epididimo, las glandulas uretrales y los conductos deferentes aportan una
pequefia porcion adicional al volumen del semen. En la eyaculacion, los fluidos de todas estas
fuentes denominado plasma seminal se mezclan con los espermatozoides para formar la

combinacién llamada semen * 38,

Poco después de la eyaculacion, el semen coagula por accion de una enzima, producida en
la préstata, a partir de un precursor similar al fibrindgeno producido en las vesiculas
seminales. Luego, pasado unos pocos minutos el semen comienza a fluidificarse por accion de
otra enzima sintetizada en la préstata, la fibrinolisina *. Generalmente, la licuefaccién
completa del semen ocurre dentro de los 15 minutos, aunque en ocasiones puede tardar 1
hora. Un tiempo superior a 1 hora no es considerado normal. La dificultad para coagularse y a

continuacion licuarse est asociada con problemas de fertilidad (WHO, 2010) °.

1.2.2 Fisiologia del sistema reproductor masculino.
1.2.2.1 Espermatogenesis.

La espermatogenesis es el proceso mediante el cual se desarrollan los gametos masculinos,
los espermatozoides. Se inicia en la pubertad y se lleva a cabo en los tubulos seminiferos. Las
células en los tibulos seminiferos se disponen alrededor del lumen, los espermatogonios se
encuentran en la base del epitelio cerca de la lamina basal y proliferan por mitosis. Existen
dos tipos de espermatogonios, los tipos A y B. Los espermatogonios tipo A se dividen y dan
células hijas que se siguen dividiendo. Algunas células hijas se diferencian en
espermatogonios de tipo B que son los que van a diferenciarse en espermatozoides. Los
espermatogonios de tipo B pasan por algunos ciclos mitéticos en los que las células no se
separan del todo v, al final de esas divisiones, originan espermatocitos primarios. Estos y sus
descendientes siguen unidos por puentes citoplasmaticos hasta el final de la espermatogenesis.
Los espermatocitos primarios duplican su DNA y entran en la primera division meiotica,
dando como resultado espermatocitos secundarios. Los dos espermatocitos secundarios entran
en la segunda division de la meiosis y cada uno origina dos células haploides, las
espermatidas. Por ultimo, estas células se diferencian en espermatozoides durante el proceso
de maduracion llamado espermiogénesis para luego ser liberados en la luz del tubulo

seminifero (Figura 2) %2,
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Figura 2. Esquema de la espermatogénesis y espermiogénesis humama. Imagen extraida de
Junqueira LC, Carneiro J: Histologia Basica: Texto y Atlas, 122 ed. 2013.

El estroma de los tabulos seminiferos esta compuesto por las células de Sertoli, células de
gran tamafio con uno de sus extremos sobre la lamina basal y el otro contra la luz del tubulo
seminifero. Sus superficies laterales contienen numerosas invaginaciones donde se alojan las
células del linaje espermatogénico. Se encargan de dar sostén, proteccion y aporte nutricional

a los gametos en desarrollo (Figura 3) °.
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Figura 3. Esquema de un corte transversal de un ttbulo seminifero. Las células germinales en desarrollo
permanecen conectadas por puentes citopldsmicos y se rodean de citoplasma de las células de Sertoli
conforme se desplazan de la lamina basal a la luz del tibulo seminifero. Imagen extraida de Ganong:
Fisiologia Médica., 23 ® ed, 2010.

1.2.2.2 Regulacion hormonal.

El fenébmeno inicial en la pubertad es el inicio de la secrecion pulsatil de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) por las neuronas hipotaldmicas. Esta es secretada a la
sangre portal hipotalamo — hipofisiaria, siendo liberada en concentraciones elevadas en el
I6bulo anterior de la hipofisis donde estimula la produccion igualmente pulsatil de las
hormonas hipofisiarias foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH). La FSH actla sobre las
células de Sertoli y promueve la sintesis y la secrecion de proteina fijadora de andrégeno
(ABP). Por su parte, la LH actta sobre las células de Leydig y estimula la produccion de
testosterona. Esta se difunde desde las células intersticiales de Leydig hacia el interior del
tubulo seminifero y se combina con la ABP. De ese modo, se mantiene una alta concentracion
de testosterona en el tdbulo seminifero, condicion muy importante para estimular la
espermatogénesis y para el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios masculinos. Por
otra parte, el eje hipotalamo — hipofisiario es también controlado por mecanismos de

retroalimentacion negativa.
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1.3 Infertilidad Masculina.

La infertilidad es la incapacidad de una pareja sexualmente activa que no emplea métodos
anticonceptivos de lograr el embarazo en el plazo de un afio (WHO, 2010). La infertilidad
afecta tanto a varones como a mujeres, encontrandose asociada en el 50 % de los casos a un
factor masculino®. La infertilidad masculina puede ser causada por problemas que afecten
tanto a la produccién de espermatozoides como al proceso de transporte de los mismos por los

conductos espermaticos.

La produccién de gametos masculinos puede verse alterada por el aumento de la
temperatura escrotal como consecuencia de la varicocele, que consiste en la dilatacion de las
venas del plexo venoso pampiliforme °. Otras causas de infertilidad muy bien descriptas son
la Criptorquidia que ocurre por el descenso anormal de uno o ambos testiculos hacia el
escroto durante la vida fetal; anomalias cromosomicas como el sindrome de Klinefelter
(cariotipo 47 XXY) y trastornos endocrinos como el hipogonadismo masculino °. Por otra
parte, la integridad de la barrera hematotesticular puede verse afectada como consecuencia de
traumatismos, infecciones, etc. Esta barrera es importante en el proceso de espermatogénesis
debido a que permite mantener una composicion adecuada del liquido testicular e impide el
desarrollo de respuestas inmunitarias contra las células avanzadas del linaje espermatogénico.
Asimismo, la espermatogenesis también es alterada facilmente por infecciones locales,

desnutricién, alcoholismo, algunos farmacos, pesticidas y radiaciones ionizantes, entre otros *.

Por otro lado, la incapacidad de transportar los espermatozoides desde los testiculos al
pene puede deberse a una obstruccion de los conductos espermaticos como consecuencia de
infecciones severas en el epididimo (epididimitis), prostata, vesiculas seminales y en el tracto
genitourinario. También puede ser consecuencia de una vasectomia, procedimiento quirurgico
que corta y sella los extremos de los conductos deferentes. Por otra parte, individuos con
mutaciones en la proteina reguladora transmembrana de la fibrosis quistica carecen de los
conductos deferentes y pueden presentar una ausencia parcial o completa del epididimo®.
Otras causa de infertilidad es la eyaculacion retrograda en la cual los espermatozoides se

dirigen hacia la vejiga y son eliminados en la orina.

La fertilidad masculina también puede verse afectada por la presencia de otras
enfermedades como la diabetes, enfermedades del sistema nervioso central, tumores

hipofisiarios, entre otras °.
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Todas estas patologias se traducen en una disminucion en la fertilidad del varén, que se
evidencia a través de una disminucion en el recuento de espermatozoides en el semen, lo que
se conoce como oligospermia, 0 en un caso extremo a su ausencia completa. Esta ausencia
completa de espermatozoides en el semen se denomina azoospermia y constituye una de las
formas mas graves de infertilidad masculina °. Casos de azoospermia se diagnostican en el
15% de los hombres infértiles y tiene dos formas: azoospermia obstructiva y azoospermia no
obstructiva. La azoospermia obstructiva (OA) es causada por una obstruccion fisica en el
aparato reproductor masculino. El resultado biol6gico de la misma es por lo tanto similar al de
una vasectomia. La azoospermia no obstructiva (NOA) es un sindrome méas complejo donde
la azoospermia es secundaria a una incapacidad para producir espermatozoides *°. Asimismo,
la disminucion de la fertilidad masculina puede ser consecuencia de una disminucion en la
motilidad de los espermatozoides, lo que se conoce como astenozoospermia; alteraciones en
su morfologia, denominado terazoospermia; y por otro lado, puede deberse a anomalias en las
caracteristicas macroscopicas del semen, como es el volumen, la viscosidad, etc °. Sin
embargo, aproximadamente un 15 % de los casos de infertilidad masculina no tienen una
causa aparente. En estos pacientes con infertilidad idiopatica, el semen es normal, no cuentan
con antecedentes clinicos de relevancia, y los factores femeninos de infertilidad han sido
descartados .

Aunque sobre las causas de infertilidad en estos pacientes se sabe muy poco, hay
evidencias de que ciertos factores podrian estar contribuyendo con esta condicién. Entre los
posibles factores, se distinguen las especies reactivas del oxigeno (ROS), que se han
encontrado en niveles elevados en pacientes infértiles con espermogramas normales *# 3. Las
ROS afectan la fluidez de la membrana plasmatica del espermatozoide lo que conlleva a una
disminucion de la movilidad y a una falla en la fusion de las gametas espermatozoide —
ovocito. Asimismo, la integridad del DNA en el nucleo del espermatozoide también se ve
afectada por varios factores, incluido ROS. Un alto porcentaje de dafio en el DNA tiene un
impacto negativo en la capacidad fecundante del espermatozoide y se encuentra
correlacionado con la produccién de abortos espontaneos *. Por otra parte, se han encontrado
mutaciones y polimorfismo en determinados genes de varones infértiles con espermogramas
normales *°. Por Gltimo, la fecundacién involucra maltiples procesos complejos e intrincados,
entre los que se incluyen los procesos de capacitacion e hiperactivacion del espermatoziode.
Defectos en cualquiera de estos puede impedir la fusion del espermatozoide con el ovocito y
la formacién del cigoto.
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1.3.1 Diagnéstico.

En la actualidad, el analisis del semen o espermograma constituye la base de los estudios
para evaluar la fertilidad masculina. Este consiste en: un examen macroscopico, en donde los
pardmetros que se evaltan son el volumen, la viscosidad y el pH del semen; y un examen
microscopico donde se evalUa la concentracion, la motilidad, la viabilidad y la morfologia del
espermatozoide. Este estudio en conjunto con un examen fisico y un registro exhaustivo de la
historia clinica del paciente contribuye al diagndstico de infertilidad o a pronosticar el

potencial de fertilidad °.

Los parametros normales del espermograma en la Quinta edicion del Manual de la WHO
(2010) ° se obtuvieron de un estudio realizado en hombres con fertilidad comprobada dentro
de los 12 meses, en 3 continentes y en 8 paises. Se analizaron entre 400 y 1900 muestras de
semen. Para la estadistica se utilizd un intervalo de referencia de una cola por ser mas
apropiado, ya que los valores altos de los parametros espermaticos no son considerados un
detrimento de la fertilidad. La motilidad progresiva (PR) tiene en cuenta a todos los
espermatozoides con movimiento activo linealmente o en grandes circulos, mientras que la
motilidad no progresiva (NP) comprende todos los patrones de motilidad con ausencia de

progresion. Se considera el 5to percentilo como el limite de referencia més bajo:

eVolumen: 1,5 ml.

epH:>7,2

e Concentracion: 15,0 x 10° espermatozoides/ml

e Motilidad total (PR + NP): 40 %

e Motilidad Progresiva (PR): 32 % (5to centilo 95% IC: 31 - 34 %)
o Vitalidad: espermatozoides vivos 58 %

e Morfologia (criterio estricto): 4 % de formas normales.

Sin embargo, si bien el andlisis del semen constituye una prueba no invasiva, de bajo costo
para el paciente y la informacion que provee es critica, tiene limitaciones para predecir la
fertilidad masculina. En primer lugar, el criterio de normalidad de los parametros seminales,
varia de acuerdo a qué edicion del manual de laboratorio para la examinacion vy
procesamiento del semen humano de la organizacion mundial de la salud (WHO) es
empleada. En el 2010, la WHO establecié nuevos valores de referencia de los pardmetros
seminales, siendo marcadamente inferiores a los reportados previamente. Como consecuencia,

esto resultaria en una re-clasificacion de las parejas infértiles. Por otro lado, un analisis de
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semen normal no es garantia del potencial de fertilidad masculina, debido a que varios
estudios demostraron que hay un significativo solapamiento entre los valores de los
parametros seminales de pacientes fértiles e infértiles *'. Este solapamiento se debe en parte a
la marcada variabilidad biologica entre las muestras de semen, incluso en aquellas
procedentes del mismo individuo tomadas con una diferencia de unos pocos dias. Varios
factores fisiologicos, patologias, enfermedades y factores ambientales resultan en esta gran
variabilidad observada. Esto conduce a una dificultad en la interpretacion y manejo de los
pacientes con valores anormales en los pardmetros seminales. Por otra parte, muchos procesos
claves en el proceso de fecundacion como la interaccion del espermatozoide con el moco
cervical, su transporte hacia el ovocito y su interaccion con el mismo, no son evaluados en el
analisis de semen convencional. Estos pasos del proceso de fecundacion deben ser evaluados
por pruebas mucho mas especificas, y generalmente son solicitadas en los pacientes que

requieren un examen més exhaustivo dada su imposibilidad de concebir un hijo **.

Sin embargo, generalmente estas pruebas resultan poco precisas y ambiguas dando
resultados normales o no concluyentes, lo que conlleva al diagndstico de infertilidad
idiopatica. En este contexto, se pone en evidencia la necesidad de contar con nuevas
herramientas diagndsticas mas especificas, precisas y eficaces que permitan predecir la
calidad del semen y el potencial del varon de engendrar hijos.

Por otra parte, en los casos de azoospermia no obstructiva se deben recurrir a técnicas
invasivas para obtener un diagnostico certero. Estos pacientes pueden presentar pequefios
focos de produccion espermatica por lo que la biopsia testicular es el método indicado para

clasificar apropiadamente la patologia ** *°

1.3.2 Estrategias terapéuticas

En algunas enfermedades reproductivas masculinas hay procedimientos que permiten
revertir esta situacion, como es en el caso de azoospermia obstructiva. En este tipo de
infertilidad, la reconstruccion microquirdrgica de los conductos obstruidos es el método
generalmente indicado 2. Por otro lado, los pacientes con varicocele o criptorquidia también
pueden ser intervenidos quirdrgicamente, resultando en la reversion de la dilatacion de las

venas testiculares y el descenso de los testiculos, respectivamente.

Sin embargo, en muchos casos de infertilidad no es posible revertir esta condicién. Aun asi
gracias al desarrollo de las técnicas de reproduccion asistida muchas parejas pueden

contrarrestar esta dificultad a la hora de concebir un hijo. Los procedimientos involucran
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técnicas de baja y alta complejidad. Las técnicas de baja complejidad consisten en ubicar los
espermatozoides en el lugar apropiado en el tracto reproductor de la mujer para que ocurra la
fecundacién, mientras que las técnicas de alta complejidad involucran procedimientos que
extraen los dvocitos no fecundados del ovario, los combinan con los espermatozoides fuera
del cuerpo, y luego colocan ovocitos fecundados (embriones) o las mezclas de
ovulos/espermatozoides en el lugar apropiado en el tracto reproductor femenino para que

tenga lugar el desarrollo > . Entre los procedimientos de alta complejidad se encuentran:

Fecundacion in vitro (FIV): La mujer es tratada con hormonas que estimulan la
maduracion de muchos foliculos ovéricos. Se recuperan luego los ovocitos de estos foliculos
y se recolectan espermatozoides del padre. Los ovocitos y los espermatozoides se combinan
en un medio de cultivo (in vitro) donde tiene lugar la fecundacién. Los embriones resultantes
pueden ser entonces transferidos, entre el dia 3 y 5, al Gtero de la mujer o congelarse para una
implantacion posterior. Esta técnica se aplica en el caso de trompas obstruidas, endometriosis,

disfunciones ovulatorias y muestras de semen con anomalias moderadas.

Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI): Es una técnica de fecundacion in
vitro modificada, en la cual un ovocito es sostenido mediante aspiracién con una pipeta de
vidrio. Luego se usa una mas delgada con un extremo penetrante para ingresar en el ovocito e
inyectar un espermatozoide. A diferencia de las otras técnicas mencionadas, el ovocito debe
ser liberado de las células de la granulosa que lo rodean previo a la microinyeccion del
espermatozoide, siendo altamente eficiente con una tasa de fecundacion de entre el 70 y el
80% 2'. Este tipo de procedimientos se recomiendan en pacientes cuyo recuento de
espermatozoides es muy bajo (oligospermia) o nulo (pacientes azoospérmicos de los cuales se

hayan recuperado espermatozoides de material proveniente de biopsia testicular).

Asimismo, es la técnica indicada para pacientes con infertilidad inexplicada, ya que
muchos de los pasos naturales involucrados en la fecundacion, como son la capacitacion,
hiperactivacion, unién a la zona peldcida, y la reaccion acrosémica, son pasados por alto. Sin
embargo, no todos los pre-embriones evolucionan correctamente y algunos derivan en

embriones de muy mala calidad con muy pocas posibilidades de implantacion .

Cuando la mujer no es capaz de producir sus propios 6vulos o estos son de mala calidad se
puede recurrir a la utilizacién de ovocitos donados, generalmente la donante es una mujer

joven con fertilidad comprobada (ICSI con ovocitos donados).
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1.4 Biomarcadores.

Se considera a un biomarcador a cualquier molécula bioldgica sensible de ser cuantificada
objetivamente en el laboratorio y que funcione como un indicador de una via fisiolégica *. La
identificacion de nuevos biomarcadores es un proceso laborioso y exigente. Teniendo en
cuenta que un biomarcador puede ser un gen, proteina, ARN o0 un metabolito, las
posibilidades son casi infinitas. En el contexto de la infertilidad masculina un buen
biomarcador deberia permitir evaluar de una manera, precisa, eficaz y minimamente invasiva

el potencial del varon para engendrar hijos.

1.4.1 Biomarcadores e infertilidad masculina

En la actualidad, el biomarcador mas ampliamente utilizado para predecir fertilidad
masculina es el analisis del semen. Sin embargo, como ya se ha mencionado anteriormente

presenta ciertas limitaciones en cuanto a su capacidad diagnostica.

Durante las ultimas décadas, se desarrollaron diversas herramientas con el objeto de
caracterizar en mayor profundidad la funcién reproductiva masculina. Entre ellas, el dosaje de
anticuerpos antiesperméticos (ASA) ha sido ampliamente utilizado aunque actualmente su
eficacia predictiva se encuentra cuestionada % ?*. Por otro parte, entre los biomarcadores
genéticos de infertilidad masculina se distinguen ciertas alteraciones cromosdmicas en la
forma de aberraciones estructurales, que son identificadas mediante analisis de cariotipo.
Asimismo, microdeleciones del cromosoma Y se sabe que pueden actuar como marcadores de

infertilidad masculina 2.

Recientemente con el desarrollo de las tecnologias 0micas, se hizo posible hacer un
abordaje global del problema de infertilidad, condicion inicial para identificar nuevos
biomarcadores. En este marco, se han realizado diversos estudios con el objeto de identificar
proteinas en plasma seminal que pudieran constituirse como posibles biomarcadores de

25, 26, 27

infertildad masculina Entre las proteinas identificadas en plasma seminal de

individuos sanos se encuentran el antigeno prostatico especifico (PSA), fosfatasa acida,

semenogelina, albumina, lactoferrina, entre otras 2> 2%

El estudio de los productos
metabolicos celulares como posibles marcadores biologicos de fertilidad masculina se
encuentra actualmente en sus inicios. A este respecto, la escasa bibliografia disponible
propone diversos metabolitos capaces de discriminar distintas patologias reproductivas
masculinas entre los que se destacan fosfocolina, fructosa y varios aminoécidos . Por otro

lado, el estudio de la expresion génica mediante métodos de secuenciacion y microarreglos,

11
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ha permitido la identificacion de mMARNs y ARNSs pequefios asociados a diversos tipos de
infertilidad masculina. Estos estudios se han llevado a cabo tanto en muestras de plasma
seminal, espermatozoides y en muestras de tejido testicular. Se ha postulado que algunas de
estas moléculas con niveles alterados en distintas patologias reproductivas masculinas podrian

constituirse como posibles biomarcadores 3% %,

1.4.2 ARNSs pequefos

Las estrategias de alta performance (secuenciacién masiva o microarreglos) han permitido
una rapida evaluacion de los ARNs presentes en espermatozoides, identificando patrones de
ARN que se correlacionan con la espermatogénesis, la motilidad del espermatozoide,
procesos anti-apoptoticos en células germinales, reparacion del ADN, y la modificacion de
histonas *. Sin embargo, estos conocimientos no han sido facilmente extrapolados al &mbito
clinico, dadas las dificultades de su implementacion metodoldgica. En este marco, los ARNs
pequefios extracelulares constituyen una alternativa prometedora. ARNs libres o
extracelulares han sido detectados en varios fluidos biolégicos humanos incluyendo plasma,
suero, lagrimas, orina, liquido cefalorraquideo, leche materna, saliva y plasma seminal, y se
sugiere que sus niveles reflejan los cambios moleculares que tuvieron lugar en las células de
las que derivan *. Ademas, los mismos son estables ya que se encuentran contenidos en

microvesiculas (exosomas) o unidos a complejos con proteinas y/o lipidos * 3+ .

Los ARNSs pequefios son un tipo de ARN no codificante de entre 20 y 30 nucle6tidos de
longitud. Estas moléculas regulan diversos procesos bioldgicos, en general interfiriendo con la
traduccion del ARN mensajero a través de interacciones ARN-ARN. Existen distintos tipos,
siendo las clases mejor estudiadas los ARNs pequefios de interferencia (SiIARNS), microARNSs
(MiARNS), y ARNSs asociados a Piwi (piARNS) *. Los perfiles de expresion de los ARNs
pequefios se encuentran alterados en diversos procesos patologicos incluidos cancer,

enfermedades infecciosas y metabélicas, e infertilidad, entre otras *".
1.4.2.1 microARNSs

Los microARNs (miARNs) son moléculas pequefias de entre 20 y 24 nucleétidos
procesadas a través de multiples pasos que involucran varias enzimas, comenzando en el
nucleo y continuando en el citoplasma. Participan en la regulacion de la expresion génica en
una amplia gama de organismos a través del clivaje o represion traduccional de sus mARNSs
% Hasta la fecha se han identificado mas de 2000 miARNs en humanos, cada uno de los

cuales regula la expresién de decenas o cientos de genes. Ademas, con frecuencia cada
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transcripto blanco contiene sitios de union para multiples miARNS, que se unen de manera

cooperativa, resultando en la formacién de complejas redes de control regulatorio *.

El mecanismo de biogénesis de los miARNs es un proceso complejo. Los miARNS son
sintetizados inicialmente como largos precursores con extensa estructura secundaria,
adoptando una estructura de hebilla. Estos precursores son degradados por las ribonucleasas
DROSHA y DICER, liberando el miARN maduro que se asocia con un complejo del tipo
RiSC (del inglés, RNAI Silencing Complex) compuesto por varias proteinas, incluida AGO.
Este complejo es capaz de unirse a secuencias complementarias al miARN en la region 3’ no
codificante de mARNSs blancos para asi inhibir su traduccién y/o promover su degradacion a
través de un mecanismo similar al descrito para la degradacion de ARN en el proceso de ARN

de interferencia 3¢ 3% 40,

El mecanismo que se llevara a cabo dependera de la
complementariedad de bases entre la secuencia semilla (del segundo al octavo nt del extremo
5”) del miARN y su gen blanco. EI miARN especificara la escisién del ARNm si existe una
complementariedad casi perfecta de secuencias, mecanismo que prevalece en plantas. En el
caso de que exista una complementariedad parcial se reprimira la traduccion, mecanismo
observado en animales. En este ultimo caso, se puede producir el bloqueo del paso de
iniciacion o elongacion de la traduccion, inhibiendo los factores eucariéticos pertinentes o
causando un estancamiento del ribosoma. Asimismo, el miARN unido al ARNm blanco,
puede incorporarse en unas estructuras dindmicas llamadas P-bodies (processing bodies),
guedando de esta manera secuestrados e impidiendo el inicio de la traduccion. Otra forma es
reduciendo la estabilidad del transcripto debido a que la union del miARN puede resultar en el
reclutamiento de factores de deadenilacion lo que hace al ARNm mas susceptible a la

degradacion 3.

1.42.2 piARNSs

Constituyen un amplio grupo de ARN pequefios no codificantes de entre 26 a 30
nucleotidos de longitud, con importantes funciones biolédgicas en células germinales. Estos
interaccionan de manera especifica con las proteinas PIWI, de ahi su nombre piARNSs (piwi-
interacting ARNS). Cabe destacar, que las proteinas argonautas pueden separarse en base a la
similitud de secuencia en dos clados filogenéticamente distintos, AGO y PIWI
Actualmente, se sabe que la funcion de los piARNs es mantener la integridad del genoma a
través del silenciamiento de retrotransposones. Esto es de suma importancia en las células
germinales que contienen informacion genética para las siguientes generaciones por lo que

este mecanismo las protege del dafio producido por la propagacion de elementos moviles.

13



Introduccion

Diversas evidencias indican que deleciones en los genes implicados en la biogénesis de los
PIARN 0 su expresion defectuosa se asocian con defectos en la espermatogénesis *. En la
actualidad, muchos aspectos de la biogénesis de estos ARNs pequefios quedan por ser
dilucidados, por lo que constituye un area de intensa investigacion. A diferencia de los
mIARNs y siARNs, que dependen de las enzimas RNasa tipo IlIl para convertir los
precursores de ARN doble cadena en los ARNs pequefios funcionales, los piARNSs derivan de

ARN's simple cadena por lo que requieren de un procesamiento alternativo “*.

Por otro lado, hay evidencia de que los piARNs se disponen agrupados en clusters en
distintos loci genémicos. Asimismo, estos clusters de piARN raramente contienen copias de
transposones de longitud completa, sino que contienen fragmentos remanentes que son

incapaces de transponer %3

Numerosos genes estan involucrados en la generacion de piARNSs, en particular las
proteinas PIWI que son requeridas para su biogénesis y funcion. Se han propuesto dos vias
principales de biogénesis para estos ARNs no codificantes: la via primaria que involucra la
sintesis primaria de piARNSs a partir de los clusters de piARNs mediante la ARN polimerasa
I, y otra via secundaria que produce piARNS secundarios a través de un mecanismo de

amplificacién denominado mecanismo de ping-pong ** .

Por otra parte, debido a estos mecanismos de biogénesis, los piARNs comparten ciertas
caracteristicas. Entre éstas, se encuentran la tendencia a presentar en el extremo 5’ un uracilo
y una adenina en la posicion 10. Asimismo, el extremo 3’ se encuentra generalmente
modificado por metilacion del oxigeno 2°. Ademas, como se menciond anteriormente los
piARNS constituyen los ARN pequefios, unidos y funcionalmente relacionados a las proteinas
PIWI *.

Por ultimo, aungue la expresion de los piARNS se consideraba exclusiva de los tejidos
gonadales, recientemente su presencia ha sido reportada en otros tipos de células, incluidas
ceélulas del cerebro de raton, células somaticas humanas malignas y no malignas, y en el
plasma humano. Esto sugiere que la funcion que cumplen es mucho mas amplia de lo que

previamente se pensaba *°.
1.4.2.3 Otros ARNs pequefios.

Ademas de las clases de ARNSs pequefios mencionadas anteriormente, hay otros tipos de
ARNSs pequefios que cumplen funciones regulatorias. Estos incluyen: los ARNs pequefios

nucleares (SNARNS) que participan en el proceso de splicing del mARN; los ARNs pequefios
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nucleolares (SnoARNS) que estan involucrados en el procesamiento y modificacion de bases
del rARN en el nucléolo; y los ARNs pequefios de interferencia (siARNs) *. Este dltimo
ademas de constituir un mecanismo de defensa contra los acidos nucleicos exdgenos (como
virus), participa en el mantenimiento de la integridad del genoma a través del silenciamiento
de los elementos méviles **. Otro tipo de ARNs pequefios son los denominados YARNS que
son moléculas que se pliegan en estructuras caracteristicas de bucle-tallo de manera similar a
los tARNs. Son componentes del complejo ribonucleoproteico Ro60, que constituye un
blanco de los anticuerpos en los pacientes con lupus eritematoso sistémico. Si bien sus
funciones fisioldgicas estdn muy poco caracterizadas, hay evidencias que indican que estarian
involucrados en diversos procesos celulares como la replicacion del ADN cromosémico, en la

respuesta al dafio por UV, y en la regulacién de la biogénesis de ARNs pequefios *°.

Por otro lado, recientemente se ha descripto una nueva clase de ARNs pequefios no
codificantes que corresponden a fragmentos derivados de los tARNSs. Originalmente fueron
detectados mediante estudios de secuenciacion masiva y desestimados como resultados
producto de la ruptura al azar de los tARNs. Sin embargo, la recurrencia de las lecturas de

.48 sugiri6 que estos ARNs pequefios podrian ser funcionales **°°. Se ha

estos fragmentos
demostrado que los fragmentos de tARN (tRFs) pueden derivar de los precursores de tARNS
en el nicleo o de los tARNs maduros en el citoplasma *’. Aunque no hay un consenso en
cuanto a su nomenclatura, generalmente se nombran de acuerdo a su origen y se distinguen
los siguientes subtipos: 5’ tRFs corresponden a los fragmentos derivados del extremo 5’ del
tARN maduro y producidos por cortes en el D-loop o entre el D-loop y el loop del anticodén.
Con 3’ tRFs se designan a los fragmentos derivados desde el extremo 3’ del tARN maduro y
producidos por clivaje en el T-loop o justo antes del mismo; y con tiARNs (0 tARN-h) se
nombran a las mitades de tARNs producidas por corte en el loop del anticodén del tARN
maduro. Por otro lado, los tsSARNSs (o tRF-1) derivan del procesamiento de los precursores de
tARNs en el nucleo y se caracterizan por poseer en el extremo 3’ una cola de poli U (Figura

4) %,
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Figura 4. Biogénesis de los tRFs. Imagen extraida de Balatti.V et al. Role of the tRNA-Derived Small
RNAs in Cancer: New Potential Biomarkers and Target for Therapy (135), 2017.

Aunque se sabe muy poco acerca de las vias de biogénesis de los tRFs, varios trabajos han
permitido dilucidar algunos aspectos de los mecanismos de generacion de estos fragmentos de
tARN. Por un lado, en la generacion de los tiARNSs se encontrd involucrada la ribonucleasa
Angiogenina que corta en el loop del anticodon, resultando en la formacion de los 3’tiIARNs y
5°tiARNs **2, Por otro lado, aunque en el caso de los 5’tRFs y 3’ tRFs no hay acuerdo con

respecto a la necesidad de Dicer en la biogénesis

, varios trabajos coinciden en la
participacion de la proteina AGO ** 3. Por otra parte, en cuanto a los tsARNs hay una fuerte
evidencia de que se generan durante el procesamiento del pre-tARN dado que el extremo 5’ se
corresponde con el sitio de corte de la RNasa Z (corta el extremo 3’ durante el procesamiento
del pre-tARN) y el extremo 3’ se corresponde con la sefial de terminacion de la transcripcion

de la ARN polimerasa I11 >°.

Se ha postulado que estos tRFs estan involucrados en una variedad de procesos celulares
incluidos la regulacion de la expresidn génica, apoptosis, modulacion de la respuesta al dafio
al DNA, entre otros *°. Ademas, se ha observado que los tRFs se producen en condiciones de
stress, donde se piensa que podrian cumplir funciones en el silenciamiento de
retrotransposones *°. Asimismo, se encontrd que se acumulan en los gametos y tejidos del
sistema reproductor, en los cuales se produce una reactivacion natural de la transcripcion de

los retrotransposones como consecuencia de la reprogramacion epigénetica °°. Mas aun, se vio
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que ciertos 5’tRFs y tiARNs acumulados en los espermatozoides cumplen un rol
transgeneracional y regulan en el cigoto la transcripcion de los genes asociados a
retrotransposones con repeticiones terminales largas (LTRs) por un mecanismo todavia

desconocido " %,

Por altimo, varios tRFs se han encontrado asociado a diversas patologias como cancér,

enfermedades neurodegenerativas e infecciones virales *°.

1.5 ARN pequeios como biomarcadores de infertilidad masculina

En los Gltimos afios se han realizado diversos trabajos avocados a la caracterizacion de los
perfiles de expresion de ARNs pequefios, especialmente miARNS, en espermatozoides y
tejido testicular, con el objeto de dilucidar su implicancia en la fertilidad masculina ® ®* 3,
Estudios recientes caracterizaron el perfil de expresion de miARNSs en espermatozoides de
individuos sanos, e identificaron una poblacion estable de miARNs expresados de manera
abundante ®*. Ademas, se encontré que varios de estos miARNs estarian potencialmente
relacionados con la espermatogénesis y embriogénesis ®. Por otro lado, Masood Abu-Halima
y colaboradores estudiaron el perfil de expresion de miARNs en muestras de tejido testicular
procedentes de pacientes con distintos tipos de azoospermia e identificaron mMiARNSs

asociados a las distintas patologfas estudiadas .

Por otro lado, existen varios trabajos que relacionan los ARN pequefios en plasma seminal
y distintos tipos de infertilidad. En la mayoria de los casos se trata de andlisis de perfiles
globales de ARNs pequefios, empleando métodos de secuenciacion masiva o microarreglos,
en muestras de plasma seminal de pacientes infértiles y de controles sanos & % 63 3364
Asimismo, diversos trabajos describieron los perfiles de ARN pequefios en plasma seminal de
individuos normozoospermicos * *. Hu y colaboradores demostraron que los piARNSs son los
ARNSs pequefios mas abundantes en plasma seminal y que los mismos se encuentran ausentes
en individuos vasectomizados ®. Por otra parte, Vojtech y colaboradores analizaron el perfil
de ARNSs pequefios contenidos en la fraccion exososomal del plasma seminal de individuos
sanos e identificaron abundantes niveles de mMiARNs, tARNs, fragmentos de tARNSs
(principalmente tiARNs y 5> tRFs) y YARNs *. Cabe mencionar que los exososomas son
microvesiculas subcelulares rodeadas por membrana que se postula que median la

comunicacion entre células.

Paralelamente, en otros trabajos se evalud el perfil de ARNs pequefios seminales asociados

a distintas enfermedades reproductivas humanas °* 33 %4 18.10.62 | 55 tipos de infertilidad
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masculina  analizados abarcan desde pacientes subfértiles, oligospermicos y
astenozoospermicos hasta pacientes con la forma més grave de infertilidad, la azoospermia.
En todos los trabajos se identificaron ARNSs pequefios potencialmente asociados a las

patologias en estudio entre los que se destacan miR-34, let-7-a, miR-181, miR-30 y miR-509.

Por otra parte, Salas Huetos y colaboradores analizaron ARNSs pequefios asociados a
infertilidad idiopatica en espermatozoides ®. En este trabajo se identificaron 57 miARNS
diferencialmente expresados en pacientes infértiles. Sin embargo, hasta la fecha no se han
reportado estudios que describan perfiles de expresion de ARNSs pequefios seminales

asociados a infertilidad idiopatica.
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2 Objetivos

Este trabajo de tesina propuso evaluar el empleo de la cuantificacion de ARNs pequefios en
plasma seminal de individuos normozoospérmicos como predictores de buena calidad

espermatica con el objeto de identificar nuevos biomarcadores de infertilidad idiopética.
Para ello, se llevaron adelante los siguientes objetivos especificos:

e Seleccion de ARNs pequefios, plausibles de ser cuantificados en el laboratorio, que se
proyecten como buenos candidatos para biomarcadores de enfermedades reproductivas

masculinas en base a relevamientos bibliograficos y bioinformaticos.

e Puesta a punto y optimizacion de la técnica de extraccién de ARN y cuantificacion de

ARNSs pequefios mediante RT-qPCR a partir de muestras de plasma seminal.

e Cuantificacion de los ARN pequefios seleccionados en muestras de plasma seminal de
individuos normozoospermicos fértiles y con diagnéstico presuntivo de infertilidad

idiopética que se sometieron a tratamientos de ICSI utilizando 6vulos de donantes.

e Correlacion de los datos obtenidos con pardmetros clinicos y de laboratorio para
contribuir a la caracterizacion de la posible funcion que dichas moléculas podrian estar

Ilevando a cabo en la fisiopatologia de la enfermedad.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Grupos de estudio

Los pacientes con diversas patologias reproductivas fueron seleccionados por la Dra.
Karina Calvo (codirectora del proyecto, bioquimica del Laboratorio de alta complejidad de
PROAR) de entre los individuos que concurrieron al Centro Médico PROAR y que se
encontraban realizando tratamientos de reproduccién asistida en la instituciéon. En ese marco,
el seguimiento de todos los pacientes fue realizado por médicos especialistas del Centro
Médico PROAR, quienes registraron los datos de la historia clinica del paciente, realizaron el
examen fisico y solicitaron los estudios bioquimicos pertinentes. Asimismo, el equipo médico
realizd los tratamientos de reproduccién asistida e informo su evolucion. En todos los casos,
la incorporacion de las personas se efectué una vez que otorgaron su libre consentimiento a
participar. El presente proyecto cuenta con la aprobacion del Comité de Bioética de la Fac. de
Cs. Medicas de la UNR. (expte n° 44487/0004). Asimismo, este trabajo de tesina fue
evaluado y aprobado por el Comité de Bioética de la Fac. de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas
de la UNR.

Individuos Normozoospérmicos. Se incorporaron 41 voluntarios, con pardmetros
espermaticos superiores al quinto percentil segin manual de la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO 2010), que se sometieron a tratamientos de ICSI y utilizaron 6vulos de donantes
(para minimizar los posibles factores de infertilidad femenina). La conducta terapéutica fue
definida por el médico tratante en el marco de cada tratamiento de reproduccion asistida. A
estos pacientes se les solicitd hacer uso del plasma seminal (PS) que se desecha de la muestra
de semen que suministra al laboratorio en el marco de su tratamiento. Estos pacientes fueron

clasificados de acuerdo a los resultados reproductivos en dos grupos:

e ICSI (+): Grupo control constituido por individuos que lograron el embarazo clinico

mediante el tratamiento de reproduccion asistida de alta complejidad, ICSI (n=21).

e ICSI (-): Pacientes que no lograron el embarazo clinico mediante ICSI. A su vez, dentro
de este grupo se distinguen: los pacientes designados como x1 que realizaron un solo
procedimiento de ICSI y obtuvieron un resultado negativo (n=11), y los individuos que
realizaron dos o mas procedimientos de ICSI con resultados negativos (n=9), en los que

se presume posible infertilidad idiopatica, P1I.
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Pacientes Azoospérmicos. Se reclutaron 16 pacientes con azoospermia. El paciente hizo
entrega de una muestra de semen previo a realizarse la Biopsia Testicular programada en el

marco de su tratamiento de reproduccion asistida de alta complejidad.

3.1.1 Relevamiento de datos de Historia Clinica de los pacientes

Las caracteristicas clinicas generales de los pacientes como son la edad, indice de masa
corporal (IMC) y resultados del/los procedimientos de ICSI fueron extraidos de las historias
clinicas por el personal del Centro médico PROAR. El andlisis de semen fue realizado por el
equipo Bioquimico de PROAR de acuerdo a las normas del Manual de la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 2010) ’. Los parametros seminales que se midieron incluyeron

concentracion espermatica (espermatozoides x10%/mL), % vitalidad y % motilidad.

La valoracion de los embriones obtenidos por ICSI fue realizada por el equipo bioquimico
responsable del Laboratorio de alta complejidad de PROAR en base a la clasificacion del
Consenso de Estambul ®®. Se considero embarazo a la presencia de saco gestacional mediante

ecografia en la 6" semana.

3.2 Procesamiento inicial de las muestras

Las muestras de semen se obtuvieron por masturbacion con una abstinencia no mayor a 5
dias y se dejaron licuar por al menos 30 minutos a 37°C. Cada muestra fue procesada antes de
la hora de recoleccidon, se homogeniz0, se separo parte de la muestra para realizar gradiente de
densidad y obtener espermatozoides seleccionados para ICSI. El resto de la muestra no
utilizada se centrifugd 5 min a 1500g para la obtencion de PS libre de células. EI PS se

preservd en nitrogeno liquido hasta su traslado a un freezer de -70°C.

3.3 Extraccion de ARN

Para la puesta a punto de la técnica de extraccion de ARN se empled un pool de muestras
de PS de 5 individuos normozoospérmicos y se evalud la incorporacion de distintas
modificaciones al protocolo estandar de extraccién de ARN con TRI Reagent® (Molecular

Research Center, MRC, Inc) que se describe a continuacion:

Brevemente, el PS congelado se descongeld rapidamente en un bafio de agua a 37°C, y se
centrifugo durante 10 min a 16,000 g. Luego, 0,2 ml se mezclaron con 0,8 ml de TRI Reagent,
se incubd la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente y se agregaron 0,22 ml de
cloroformo, se incubd durante otros 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a

16,000 g por 20 min. A continuacion, se transfirié aproximadamente 0,7 ml de la fase acuosa

21



Materiales y métodos

y se agrego igual volumen de Isopropanol frio para precipitar el ARN. Luego, se centrifugd a
12,0009 por 15 minutos, se removio el sobrenadante y se lavo dos veces el pellet de ARN con
1 ml de etanol 75%. Después, se dejo secar el pellet de ARN por 3-5 minutos y se disolvio en
agua estéril. Finalmente, se centrifug6 a 16,000 g durante 20 min y se transfirio la solucion

final de ARN a un tubo nuevo.

Alternativamente, se evaludé un pretratamiento con 0,25 ml de buffer PEG (2 %P/V
polietilenglicol 20K, 0,15% NaCl, 1% SDS, 2,5mM EDTA, 0,1 M Tris HCI pH= 8) para
eliminar los polisacaridos . La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos,
seguido por centrifugacion a 13,000 g durante 10 minutos a 4°C y la fase acuosa se mezcld
con 0,8 ml de TRI Reagent para continuar con el protocolo. Asimismo, se evaluaron diversas
variantes en el paso de precipitacion: adicion de 1 pg de glucogeno como carrier, empleo de
una mezcla 1:1 Isopropanol frio: Solucion salina (0,8 M citrato de sodio y 1,2 M NaCl) como
solucidén precipitante y distintos tiempos de precipitacion (ON a -70°C o 2hs a -20°C). Las
abreviaturas empleadas para referirse a los diferentes protocolos analizados durante la puesta

a punto de la técnica de extraccion de ARN se resumen en la Figura 5.

Protocolos
evaluados
TI2
TION
TIc2

TIc ON T: Tratamiento estdndar con TRI Reagent

Ts2 P: Pretratamiento con Buffer PEG
TSON I: Precipitante Isopropanol frio

TSc2 |::> S: Precipitante mezcla 1:1 Isopropanol frio: Solucién Salina
T 5c ON ON: Tiempo de incubacién durante toda la noche

PI2 2: Tiempo de incubacion durante 2 horas
PION c: Carrier

Plc2
PIc ON
P§2
PSON
P Sc2
P Sc ON

Figura 5. Nomenclatura de las distintas variantes del protocolo de extraccion de ARN analizadas.

Como resultado de la puesta a punto de la técnica de extraccion de ARN se establecié el
protocolo definitivo que consistid en la incorporacion del pretratamiento con el Buffer PEG, y
en el paso de precipitacién se incluyeron las siguientes condiciones: precipitacién con mezcla

1:1 Isopropanol frio : Solucion Salina, durante 2 hs a -20°C y en ausencia de carrier.
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Dada la dificultad de identificar buenos controles endégenos para qPCR en muestras
provenientes de fluidos extracelulares, se evalu6 el agregado de 3,2 x 10° copias del ARN

sintético cel-miR-39 (Qiagen) en el paso inicial del protocolo.

Para la extraccion de ARN en las muestras de biopsia testicular (BT) de los pacientes
azoospérmicos analizados, se procedio de la siguiente manera: se poterizd un fragmento
pequefio (1-2 cm?) de la muestra de tejido testicular con 1 ml de TRI Reagent hasta obtener un
homogenado. A continuacion, éste se incub0 durante 5 minutos a temperatura ambiente,
seguido por centrifugacién a 12,000 g durante 10 minutos a 4°C y se transfirio la capa acuosa
a un tubo nuevo. Luego, se agreg6 0,22 ml de cloroformo y se continu6 de la misma manera

que en el protocolo estandar de extraccion de ARN.

3.4 Cuantificacion de acidos nucleicos

Los espectros de absorbancia entre 240 y 300 nm fueron obtenidos a partir de 2uL de las
soluciones de ARN. En el caso de las muestras de biopsia testicular, la concentracién de ARN
se determin a través de la medida de absorbancia a 260 nm y la pureza del ARN fue
verificada por el cociente Axgo/Azgo. Se empled un lector Epoch (BioTek) equipado con placa

de micro-volimenes Take3™.

3.5 Cuantificacion de ARNSs pequefios.

La determinacion de los niveles de los ARNs pequefios se determind a través de la técnica
stem-loop RT-qPCR descripta por Chen y colaboradores ® (Figura 6). Esta técnica incluye
dos pasos: una retrotranscripcion (RT) y una reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (QPCR). Primero, el oligo stem-loop RT (SLO) se une a una porcién del extremo 3’ de
una molécula de ARN pequefio y luego se realiza una RT utilizando una transcriptasa reversa.
Luego, el producto de la RT es amplificado y cuantificado realizando una gPCR
convencional, utilizando un oligo directo especifico para cada ARN pequefio y un oligo
reverso universal, y un colorante fluorescente (en este caso EVAGreen), el cual se intercala en
el ADN doble hebra (ADNdh) de forma no especifica. Este colorante se excita mediante luz

azul (Amax = 488 nm) y emite luz verde (Amax = 522 nm).
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miARN SLO
LT

Paso 1: l

Stem-loop RT

qPCR

Paso 2: l

Oligo directo

h
EVAGreen Oligo reverso

Figura 6. Descripcion esquematica de la técnica stem-loop RT qPCR.

3.5.1 Disefio de oligos

Las secuencias de los miARNSs fueron obtenidas del sitio www.mirbase.org y en el caso de

los 5 tiRNAs (también anotados como piARNS), de la base de datos de secuencias
nucledtidicas de NCBI.

Los oligos fueron disefiados segun la técnica descripta por Chen y colaboradores ¢ (Tablas
I y IlI). Como oligo reverso en la qPCR se utilizd6 el oligo reverso universal: 5’-

TGGTGCAGGGTCCGAGGTATT -3°.

A continuacion, se muestran las secuencias de los ARN pequefios y en el caso de los

miARNS los alineamientos de los distintos miembros de las familias que fueron cuantificados:
5’ tiARNs:

tiARN®™: 5/ ~-TCCCTGGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCAC-3’
ti1ARNC®YY: 5/ -AGCATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATTCTCGC-3"
tiARN™®:5’ -GCCCGGCTAGCTCAGTCGGTAGAGCATGAGAC-3"
tiARNF"®: 5’ ~-TCCCTGGTTCGATCCCGGGTTTCGGCACC-3’
tiARN"®":5’ -AGAGATAGCAGAGTGGCGCAGCGGAAGC-3"
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miARNs:
miR-320:

miR-320a-3P: 5’ -AAAAGCTGGGTTGAGAGGGCGA-3’
miR-320b-3p: 5’ -AAAAGCTGGGTTGAGAGGGCAA-3’

miR-107:
miR-107-3p:5’' ~AGCAGCATTGTACAGGGCTATCA-3’
let-7:

let-7a-5p: 5’ -TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT-3’
let-7b-5p: 5’ -TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTT-3’
let-7c-5p: 5’ -TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT-3’
let-7d-5p: 5’ -AGAGGTAGTAGGTTGCATAGTT-3’
let-7e-5p: 5’ -TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTT-3’
let-7f-5p: 5’ -TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT-3’
let-7g-5p: 5’ -TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT-3’

miR-30:

miR-30a-5p: 5’ -TGTAAACATCCTCGACTGGAAG-3’
miR-30b-5p: 5’ -TGTAAACATCCTACACTCAGCT-3’

miR-30c-5p: 5’ -TGTAAACATCCTACACTCTCAGC-3'
miR-30d-5p: 5’ -TGTAAACATCCCCGACTGGAAG-3’
miR-30e-5p: 5’ -TGTAAACATCCTTGACTGGAAG-3’

cel- miR- 39:

cel-miR-39-5p: 5’ -TCACCGGGTGTAAATCAGCTTG-3'

Para optimizar la RT-qPCR de familias de miARNs compuestas por multiples miembros se
emplearon cebadores degenerados tanto para el paso de retrotranscripcién como para la gPCR
(PCR multiplex). Los nucledtidos diferentes entre los miembros de una familia de miARNS se

encuentran subrayados.
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Tabla I. Oligos utilizados para la ténica de stem-loop RT-gqPCR en la cuantificacién de tiARNS.

Tamafio
Transcripto Oligo para RT Oligo Directo del
amplicén
5 r _ 5 r _
tIARNCU GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTCCCTGGTGGTC 73 pb
GAGGAGACCGTGCCG TAGTGGTTAGGATT
—_ 3 4 —_ 3 ’
5 r _ 5 r _
tiIARNCY GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGAGCATTGGTGGT 72pb
GAGGAGACCGCGAGA TCAGTGGTAGAAT
—_ 3 4 _ 3 ’
5 r _ 5 r _
tIARN"® GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGGCCCGGCTAGCT 73 pb
GAGGAGACCGTCTCA CAGTCGGTAGAGCA
—_ 3 4 _ 3 ’
5 r_ 5 r _
tIARNP™ GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTCCCTGGTTCGA 70pb
GAGGAGACCGGTGCC TCCCGGGTTTC
—_ 3 4 —_ 3 ’
5 r _ 5 r _
tIARNMe GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGAGAGATAGCAGA 69pb
GAGGAGACCGCTTCC GTGGCGCAGC
—_ 3 r —_ 3 ’

tiARN: mitad de tARN; RT: retrotranscripcion. Los nt en negrita son los que hibridan con el extremo 3’ del tiARN.

Los nt en_gris son los coincidentes con el extremo 5” del tiARN.
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Tabla Il. Oligos utilizados para la técnica de stem-loop RT g-PCR en la cuantificacion de miARNSs.
) ) ) ) Tamafio
Transcripto Oligo para RT Oligo directo del
amplicén
5 r _ 5 r _
miR-320- a/b | GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGAAAAGCTGGGTTG 63 pb
GAGGAGACTYGCCC-3’ AGA-3'
5 r _ 5 r _
miR-107 GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGAGCAGCATTGTAC 63 pb
GAGGAGACTGATAG-3’ AGGG-3’
5 r _ 5 r _
let-7-a/f GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTGAGGTAGTAGRT 63 pb
GAGGAGACAACTRT-3’ TGT -3’
5 r_ 5 r _
let-7-b/c GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTGAGGTAGTAGRT 63 pb
GAGGAGACAACCAY-3’ TGT-3’
5 r _ 5 r _
let-7-d GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGAGAGGTAGTAGGT 63 pb
GAGGAGACAACTRT- 3’ TGC-3’
5,_ 5 r _
Let-7-e GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGICACCTAGGAGET | 63 pb
GAGGAGACAACTRT-3’ TGT-3
5 r_ 5 r _
Let-7-g GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTGAGGTAGTAGTT 63 pb
GAGGAGACAACTRT-3’ TGT-3'
5 r_ 5 r _
miR-30-a/d | GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTGTAAACATCCYC 63 pb
GAGGAGACCTTCCA-3’ GAC-3’
) 5 r _ 5 r _
miR-30-b GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTGTAAACATCCTA 63 pb
GAGGAGACAGCTGA- 3’ CACT-3’
5 r _ 5 r _
miR-30-c GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTGTAAACATCCTA 63 pb
GAGGAGACGCTGAG-3’ CACT-3’
5 r _ 5 r _
miR-30-e GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTGTAAACATCCTT 63 pb
GAGGAGACCTTCCA-3’ GAC-3’
5 r _ 5 r _
Cel-miR-39 GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCA | GGCGGTCACCGGGTGTAA 63 pb
GAGGAGACCAAGCT-3’ ATC-3'
miR: microARN; RT: retrotranscripcion. Los nt en negrita son los que hibridan con el extremo 3° del miARN. Los nt
en gris_son los coincidentes con el extremo 5’ del miARN. Las letras en los oligos corresponden al cddigo de letras
para bases degeneradas establecido por la Unién Internacional de Bioquimica (IUB), siendoR=AG eY =C,T

3.5.2 Retrotranscripcion de las muestras
El ADNc (ADN copia) fue sintetizado, a partir de 8,5 pl de la solucién de ARN en las

muestras de PS y 1ug de ARN en las muestras de BT, por la transcriptasa reversa M-MLV
(Invitrogen). Se utilizaron SLO especificos para cada ARN pequefio y las reacciones se
Ilevaron a cabo en un volumen final de 20 pl. Brevemente, se mezclaron 1 ul de oligo dT (0,5
pg/ pl), 2 pl de una mix de SLO (0,5 uM c/u), 1 pl dNTPs (10 mM c/u) y 8,5 pl de ARN. La
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mezcla se incub6 a 65°C durante 5 min. Luego, se enfrio rapidamente en hielo por al menos 1
minuto y se adicion6 una mezcla compuesta por: 1X First - Strand Buffer; 0.01M DTT; 2 U/
pl de un unhibidor de RNasa, RNasaOUT; y 10 U/ul de la enzima M-MLV. La mezcla
resultante, se incubd a 16°C durante 30 min para que tenga lugar la hibridacion ARN-SLO,
seguido por una incubacion a 37°C durante 50 min para que la enzima M-MLV catalice la
retrotranscripcion reversa y por ultimo se incub6 a 75 °C durante 15 minutos para que se

desnaturalice la enzima.

3.5.3 Ensayos de gPCR

La amplificacion por gPCR fue realizada empleando la mezcla HOT FIREpol EvaGreen
Plus (Solys Biodyne), en el sistema StepOne-Real Time PCR (Thermo Fisher Scientific). La
mezcla incluye, la ADN Polimerasa HOT FIREpol, que se activa mediante una incubacion a
95°C durante 12 minutos; dNTPs; MgCl.. el colorante EvaGreen; y el colorante de referencia
pasiva ROX.

Para la amplificacion de los ARNs pequefios se emplearon oligos directo (especificos para
cada ARN pequefio) y el oligo reverso universal en una concentracion final 0,5 uM. y 4 ul de
una dilucion 1/20 de la solucion de ADNc obtenida, en un volumen final de 10 ul.

El ensayo de cuantificacion relativa utilizado para el analisis de los resultados obtenidos
fue el Método Comparativo (AACt). Los niveles de cada ARN pequefio en las muestras de PS
de los distintos grupos de pacientes analizados fueron normalizados usando como control
endogeno el miR-320, y los niveles relativos se calcularon con respecto al valor promedio de
ACt obtenido para los individuos ICSI(+).

La homogeneidad y especificidad de los productos de PCR obtenidos en cada muestra
fueron confirmados mediante analisis de curvas de “melting” o disociacion luego de

finalizada la amplificacion.

La gPCR const6 de un estadio inicial de calentamiento de 15 min a 95°C, seguido por 40
ciclos, cada uno incluyendo 10 s a 95°C (desnaturalizacion), 20 s a 60°C (hibridacion) y 20 s a

72°C (elongacion).

Para la preamplificacion del ADNc del cel-miR-39 de las muestras de PS de los pacientes,
se realiz6 una PCR empleando la enzima Platinum Taq ADN Polimerasa (Invitrogen). Las
reacciones se llevaron a cabo segun instruccion del fabricante en un volumen final de 25 L,
empleando como molde una dilucién al medio de la solucién de ADNc de cada uno de los

pacientes. El perfil térmico empleado incluyd un paso previo de calentamiento de 3 minutos a
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95°C, seguido por 15 ciclos, cada uno compuesto por 15 s a 95°C (desnaturalizacion); 30 s a
60°C (hibridacion) y 30 s a 72°C (extension).

3.6 Analisis estadistico

Las comparaciones de los niveles de cada ARN pequefio entre los distintos grupos de
pacientes se efectuaron por medio de pruebas no paramétricas, el analisis de la variancia de
Kruskall-Wallis y la U de Mann-Whitney. Las correlaciones entre los niveles de diferentes
ARNSs pequefios en las muestras de PS del conjunto completo de pacientes, y entre los niveles
de ARNSs pequefios y los parametros clinicos y de laboratorio, se realizaron utilizando el test

de correlacion de Spearman. El nivel de significacion estadistica se fijo en p<0.05.
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4 Resultados

4.1 Seccidn 1- Seleccion de ARNSs pequefios que se proyecten
como buenos candidatos para su empleo como biomarcadores
seminales.

Para realizar la seleccién de los ARNs pequefios a medir se utiliz6 informacion disponible
en la bibliografia que describe perfiles de ARNs pequefios en muestras de plasma seminal

mediante métodos de secuenciacion masiva o microarreglos.

El criterio empleado en la presente tesina para la seleccion de los miARNs candidatos se
basd en tres condiciones: 1) Que estos miARNSs se encuentren en abundancia en el fluido
analizado, de manera de maximizar las posibilidades de su cuantificacion mediante RT-qPCR,;
2) que en los trabajos antes mencionados, estas moléculas hayan mostrado cierto grado de
asociacion con enfermedades reproductivas masculinas y 3) que se trate de resultados
reproducibles (ARNs pequefios descriptos en al menos dos trabajos independientes). Cabe
mencionar que en el criterio de seleccion de los candidatos fue crucial el hecho de que se
encontraran en abundancia en el plasma seminal, debido a que la concentracion de ARN total

en fluidos extracelulares es muy baja.

El la Figura 7 se muestra un diagrama de Venn que integra los resultados obtenidos por
distintos grupos de investigacion °* 8 92 10.63.35 "En hase a datos de secuenciacién masiva

provenientes de diversos trabajos realizados con muestras de plasma seminal de individuos

64, 35, 18

NOrmozoospermicos , se seleccionaron 25 ARNSs pequefios que arrojaron un alto

namero de lecturas (top 15 de cada publicacién) y por lo tanto se encontrarian en gran
abundancia en dicho fluido. Paralelamente, a partir de trabajos donde se realiz6 un analisis
comparativo de perfiles de ARNs pequefios en distintas enfermedades reproductivas

64, 18, 62, 10, 63

masculinas , se seleccionaron 35 miARNS cuyos niveles en plasma seminal se

encontraban significativamente alterados en pacientes respecto a controles sanos, todos ellos

validados en una cohorte independiente de pacientes 8 62 10.63,
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miR-891-a-5p

miARNs abundantes en
individuos
normozoospérmicos (n=25)

miARNS con niveles alterados en
distintas enfermedades
reproductivas masculinas (n=35)

miR-30, let-7
miR-107 . miR-148-2, miR-
miR-181-a, s 200-c, miR-22-3p, miR-26-a,
miR-34-c-5p, miR-29-a, miR-375, miR-99-a,

miR-509-5p. miR-22. ' miR-320

miARNs seminales encontrados simultdneamente en
2 0 mas trabajos de andlisis de niveles de ARNs
pequefios

Figura 7. Diagrama de Venn. Diagrama que integra los resultados obtenidos por distintos trabajos
que emplean muestras de plasma seminal. miARNs abundantes en individuos normozoospérmicos
(conjunto azul), con niveles alterados en distintas enfermedades reproductivas masculinas (conjunto
rosa) y que se encuentran simultineamente en 2 o mas publicaciones (conjunto verde). Se muestran
los miARNSs que se encuentran en las intersecciones, se resaltan en gris los seleccionados para su
cuantificacion.

En el diagrama de Venn se observa claramente que solo 2 familias de miARNS, let-7 y
miR-30, cumplen con los tres criterios enunciados; en otras palabas, se encuentran de manera

64, 35, 18

abundante en muestras de plasma seminal, en méas de un trabajo y estan asociados a

10. 8 En varios trabajos independientes que

enfermedades reproductivas masculinas
emplearon métodos de secuenciacion de Ultima generacion encontraron tanto a let-7 como a
miR-30 entre los top 15 miARNs mas abundantes de plasma seminal ® '® 3. Ademés, hay
evidencia que sugiere que niveles alterados de let-7a se encontrarian asociados a pacientes
con zoospermia no obstructiva y oligospermia '°, mientras que niveles alterados de miR-30 se

han observado en pacientes con oligoastenozoospermia .

En base a lo expuesto, los miRNAs de las familias let7 y miR-30 fueron seleccionados para
su cuantificacion en este trabajo de tesina. Asimismo, se cuantificaron los miR-320 y miR-
107 como potenciales controles enddgenos, dado que ambos son abundantes en muestras de
plasma seminal y sus niveles aparentan ser estables al analizar muestras de individuos con

diversas alteraciones reproductivas .

Por otro lado, dada la fuerte asociacion entre piARNS e infertilidad masculina se exploro la
posibilidad de cuantificar estas moléculas en nuestra cohorte de pacientes. Para ello, se

analizaron los resultados obtenidos por dos trabajos independientes ®* *. En el trabajo de Hu
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y colaboradores, se identificaron por primera vez y se cuantificaron piARNs en muestras de
plasma seminal de individuos normozoospérmicos ®. Por otro lado, en el trabajo de Hong y
colaboradores se analizaron los perfiles de expresion de piARNs seminales asociados a
distintos tipos de infertilidad, especificamente azoospermina no obstructiva y
astenozoospermia. En este trabajo se identificaron 5 piARNS, los cuales presentaban un

elevado potencial diagnéstico como se determiné mediante el analisis de curvas ROC *.

Al intentar comparar los resultados obtenidos por ambos grupos se observd que la
nomenclatura empleada en cada trabajo era distinta. Mediante el empleo del programa
BLAST

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) se lograron asociar los loci identificados por cada

informatico (Basic Local Alignment Search Tool,
grupo y se observo que 4 de los 5 piARNSs asociados a infertilidad masculina en el trabajo de
Hong y col se correspondian con loci abundantes en individuos normozoospermicos en el
trabajo de Hu y col (Tabla IIl). Sorprendentemente, las secuencias de estos “supuestos”
pIARNS se alinearon con 100% de homologia con distintos tipos de ARN de transferencia
(tARN) (tabla I11). Estos datos sugieren que estas secuencias se encontraban mal anotadas y se

tratan en realidad de fragmentos 5"de tARN o tiARNS.

TABLA 111. Nomenclatura y alineamientos de los piARNs analizados en esta tesina.
PiARNSs con niveles | piARNs abundantes BLAST el:lnoTet;raeo
alterados en PS de en individuos eFr)1 ol
pacientes con ERM | normozoospérmicos . . trabaio de
(Hong y col) (Huy col) Alineamiento Sequence ID tesijna
TPA: Homo sapiens
piR-43772 DQ-575660 tRNA-Glu-CTC-2-1 | HG983760.1 | tiARN®"
gene
TPA: Homo sapiens
piR-31925 DQ-570814 tRNA-iMet-CAT-2-1 | HG984144.1 | tiARNM®
gene
TPA: Homo sapiens
piR- 31068 DQ-570956 tRNA-Gly-GCC-5-1 | HG983819.1 | tiARN®Y
gene
piR- 43773 DQ- 575661 Human Phe-tRNA K.00350.1 | tiARN™™
piR-30198 -
EMR: enfermedades reproductivas masculinas. PS: Plasma seminal
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A la luz de estas evidencias se reanalizaron todos los loci identificados como posibles
piARNSs seminales por secuenciacion masiva ® y se observé que aproximadamente el 88% del
numero total de lecturas obtenidas presentan homologia con so6lo tres tARNs (tARN-Glu,
tARN-Lys y tARN-Gly) (Figura 8).

A

tARN-Glu M

10 20 30 40 50 60 70

——— PiR-60505 5,8%

—— [R-4377116,2%

e iR-43772 27,8%
e DiR-33065 1,3%

[e—y

————————— iR-01648 1,8%
—————— DIR-319240,9%
————— DIR-01647 1,8%
—————— {R-61646 0,20
N PiR-31068 6,1%
—— piR-35982 6,1%
I PiR-32679 0,1%
_ PIR-61645 0,1%
——— PR-37498 0,1%
_ PiR-352841,4%

Figura 8. Alineamientos entre tARN-GIlu (A), tARN-Lys (B) y tARN-Gly (C) y los loci identificados por
NGS (Hu et al) que presentan alta homologia con dichos tARNSs. Para cada loci se indica el nombre del
PiARN y la abundancia relativa (%) de las lecturas obtenidas.

La Figura 8 también pone en evidencia que todos estos fragmentos de tARNSs corresponden

a las mitades 5° de ARNSs de transferencia.
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En base a lo expuesto anteriormente, en este trabajo se decidio cuantificar los niveles de
los siguientes tiARNs: tIARN®", tiIARNY, tiARN®Y, dado que se encuentran expresados de
manera abundante en muestras de plasma seminal de individuos normozoospérmicos, y
también tiIARN™™ y tiARNM® que aunque en menor abundancia, se encontrarian asociados a

enfermedades reproductivas masculinas.
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4.2 Seccion 2- Puesta a punto y optimizacion de la técnica de
extraccion de ARN vy cuantificacion de ARNSs pequefos
mediante RT-gPCR a partir de muestras de plasma seminal.

4.2.1 Optimizacion de la técnica de extraccion de ARNs seminales.

El plasma seminal es una muestra compleja con una alta concentracion de polisacaridos y
proteinas, hecho que dificulta los procedimientos para la extraccion de ARN a partir de las
mismas. Por esta razon, en una primera etapa de este proyecto de tesina se procedid a la
puesta a punto y optimizacion de un protocolo de extraccion de ARN a partir de muestras de
plasma seminal. Las variantes analizadas incluyeron la incorporacion de distintas
modificaciones a la técnica estandar de extraccion de ARN con TRI Reagent, como se indica

en el esquema expuesto en la Figura 9.

ry
PS

l (+/-) Pretratamiento con Buffer PEG.
n Centrifugar. Transferir SN.

TRI Reagent
Cloroformo

- Fase acuosa (ARN)
Interfase
Fase organica

v Precipitante:

sIsopropanol frio.

*Mezcla 1:1 Isopropanol frio :Solucién salina.
v Tiempo de precipitacion:

*2 hs.

*ON (over night).

v’ +/- Carrier.

«— €—<—

— ARN disuelto

Figura 9. Diagrama de los protocolos analizados. Se representa el protocolo estandar de
extraccion de ARN con TRI Reagent en muestras de PS. En los recuadros rojos se indican las
modificaciones incorporadas al protocolo convencional que fueron evaluadas durante la puesta
a punto de la técnica de extraccion de ARN.

Una de las modificaciones que se evaluo fue el pretratamiento con una solucién buffer que

contiene PEG 20K (P). Esta estrategia permite eliminar parte de los polisacaridos presentes en
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las muestras de plasma seminal ®. Por otra parte, en el paso de precipitacion se analizaron
distintas alternativas que incluyen: el tipo de precipitante, Isopropanol (I) o una mezcla 1:1
Isopropanol frio : Solucion salina (0,8 M citrato de sodio y 1,2 M NaCl) (S); el tiempo de
precipitacion, durante toda la noche a -70°C (ON, por su expresion en inglés over night) o 2
hs a -20°C (2); y el empleo 0 no de 1 pg de glucégeno como carrier (c). La solucion
precipitante alternativa se sugiere entre las indicaciones del fabricante del reactivo TRI
Reagent para los casos de muestras que presentan un alto contenido de polisacaridos y
proteoglicanos, dado que permite precipitar el ARN de manera efectiva mientras que los

polisacéridos y proteoglicanos se mantienen en forma soluble.

Durante el trascurso de la puesta a punto, la primera dificultad se hizo evidente al intentar
resuspender el ARN purificado luego de llevar adelante la técnica, producto de la gran
coprecipitacion de contaminantes. Por ello, se decidio realizar una centrifugacion de las
soluciones obtenidas de manera de precipitar los contaminantes no solubles y recuperar los

sobrenadantes enriquecidos en ARN.

Precipitante (I/S)

Tiempo de precipitacior
(ON/2 hs) 2 [ONf 2 |ON|| 2 |ON| 2 [ON| 2 [ON| 2 [ONJ 2 |ON| 2 | ON
Carrier (c) cTeTel el el el el Malewl el = TeTel g

Pretratamiento|con Buffer PEG Tratamiento tradiciopal con TRl Reagent

Figura 10. Pellet obtenido después de la centrifugacion final de la solucion de ARN para remover
contaminantes insolubles. En los recuadros rojos se indican las condiciones que presentaron una mayor
cantidad de contaminantes no solubles.

En la figura 10 se puede observar que el empleo de la solucion alternativa (mezcla 1:1
Isopropanol frio: solucidén salina) coprecipita una menor proporcion de contaminantes
insolubles, independientemente de la realizacion o no del pretratamiento con PEG, del tiempo

de precipitacion empleado y de la utilizacién de carrier.
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Luego, se realizaron espectros de absorbancia entre 240 y 300 nm para intentar cuantificar
el ARN total presente en las muestras y evaluar su pureza (Figura 11). Desafortunadamente,
la sensibilidad de estas técnicas espectrofotométricas no resultd suficiente para detectar ARN
en estas muestras, como resulta evidenciado en la ausencia de pico claro a 260 nm en los
espectros. Diversas publicaciones estiman la concentracion de ARN en PS en 20-50 ng/mL, y
hacen referencia a la necesidad de sistemas de alta sensibilidad para su deteccion, no

disponibles en el laboratorio .
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Figura 11. Espectros de absorbancia entre 240 y 300 nm de las soluciones de ARN obtenidas mediante
distintas variantes del protocolo tradicional. En A) se muestran los espectros que corresponden a los
protocolos con un tratamiento inicial estandar con TRI Reagent (T) con las distintas variantes en las
condiciones de los pasos posteriores de la técnica de extraccion analizadas, mientras que en B) se
muestran los espectros que corresponden a los protocolos en donde se realizd un pretratamiento con
Buffer PEG (P) en combinacién con las diferentes variables en las condiciones de los pasos ulteriores de
la extraccidn estudiadas. Se resaltan las 4 muestras con mayores picos de absorbancia a 270-280 nm.
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Asimismo, en la figura se observa que al comparar los distintos protocolos, en muchas
muestras correspondientes a las variantes 1 y ON hay un fuerte pico a 270-280 nm, rango

donde absorben contaminantes proteicos (Figura 11, muestras resaltadas).

Luego, para evaluar la factibilidad de cuantificar ARNs pequefios en las muestras
obtenidas, se realizaron ensayos de stem loop RT- qPCR para los ARNs pequefios let-7,
tiIARN®" y tiARN"®, en el marco de una prueba piloto. La Figura 12 muestra, a modo de
ejemplo, los valores de Ct obtenidos para el tiARN®", resultados similares se obtuvieron para
el iIARN™®y let-7.

A B

# Condiciones Cr

Pl2 23.23

PION 27 66 .

Pl 2 28.96 } i
P Ig ON 29.08 409

Ps2 27.53 o
PSON 3147 354 %
PSc2 26.38 3
P ScON 31.24 & 304 o
E 33.94 g

TION 34.59

Tlc 2 3244 2 o

Tl ON 30.63

TS2 36.98 20 T T
TSON 33.90 Q& &
TSc2 35.09 & %g'f’
TScON Undetermined & &

Figura 12. RT-qPCR para tiARN®". A) tabla con los valores de Ct obtenidos para el amplicon tiARN®"
en las distintas variantes de protocolo analizadas. B) Valores de Ct para tiARN®" en variantes del
protocolo tradicional segln si se realizd o no el pretratamiento con buffer. Las lineas corresponden a
media +desvio estandar. *p<0.05.

Los resultados obtenidos demuestran que la eficiencia en la cuantificacion de ARNSs
pequefios es significativamente mayor al realizar un pretratamiento con buffer PEG. Por otra
parte, con respecto al empleo de carrier no se observan diferencias en la eficiencia que

justifique su empleo.

En base a lo expuesto anteriormente, se establecid el protocolo definitivo que incluye las
siguientes modificaciones del protocolo estandar: un pretratamiento con Buffer PEG; como
precipitante una mezcla 1:1 Isopropanol : Solucién Salina; un tiempo de precipitacion de 2 hs

a-20°C y ausencia de carrier.
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Por ltimo, se determind que el volumen dptimo de muestra a procesar es de 400 pL,
debido a que al emplear un volumen mayor aumenta exponencialmente el nimero de tubos a
procesar, hecho que dificulta la labor sin mejorar de manera substancial la sensibilidad de la

técnica.
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4.2.2 Puesta a punto de la técnica de q-PCR.

En primer lugar, se evaluo la factibilidad de cuantificar los ARN pequefios seleccionados
en la primera seccion de resultados empleando muestras de plasma seminal de un pool de 5
pacientes normozoospérmicos, logrando detectar todos los candidatos con excepcion del
miR-30. En este caso, se pudieron descartar inconvenientes técnicos en la gqPCR dado que si
se obtuvo producto amplificado cuando se empleé ARN obtenido a partir de un cultivo de

células JURKAT (control positivo, linea celular inmortalizada de linfocito T).

Luego, para la puesta a punto de la técnica de gPCR para cada ARN pequefio, se realizaron
curvas estandar a partir de una dilucion 1/10 de una muestra de ADNc (ADN copia)
procedente de tejido testicular. Se realizaron diluciones seriadas en érdenes de 10, las cuales
se amplificaron y determinaron por triplicado. A partir de los resultados de Ct, se construyd
una grafica Ct vs la concentraciéon del ARN pequefio. De la grafica se analizé: la desviacion
estandar entre los diferentes puntos, el coeficiente de regresién (R?) para determinar que tan
bien se ajustan los datos de Ct a la recta de regresion, la pendiente de la recta (m) que debe ser
cercana a -3,32 lo que corresponde a una eficiencia de amplificacion del 100% y el rango
dinamico.

En todas las muestras también se cuantifico el ARN sintético proveniente de C. elegans
cel-miR-39 que fue adicionado durante el proceso de purificacion de ARN para su posible
empleo como control enddgeno En este caso, para la realizacion de la curva estandar se
empleé una dilucién 1/10 de una muestra de ADNc generada a partir de 1.6x10° copias/pL de
ARN sintético.

La formula empleada para calcular la eficiencia de amplificacidn a partir de la pendiente
est4 dada por: EFICIENCIA= [(10™™) - 1] x 100. En la Figura 13 se muestra a modo de
ejemplo la curva estandar para el caso del tiARN®" y en la tabla IV se describen los datos

obtenidos al realizar las curvas estandares para cada uno de los ARNs pequefios analizados.
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Ct ¥Y=-3,26 x X + 12,66

a0t i [iliie} L] il ai

Cc HARNCE (UA)

Figura 13. Curva estandar de cuantificacion del tiARN®". Se midieron por triplicado diluciones seriadas
en ordenes de 10 de una solucion de ADNc procedente de una muestra de biopsia testicular. La
concentracion del tiIARN®" se expresa en unidades arbitrarias (UA) respecto a la cc del ARN pequefio en
la muestra original de ADNCc.

Tabla IV. Datos extraidos a partir de las curvas de
calibracion de los distintos ARNs pequefios en estudio.
ADNc m R’ amifliigiigggiignd(e%)
tiARNC" -3,26 0.976 102.47
tIARNCY -3.38 0.970 97,51
tiARN™® -3.37 0.986 97.73
tiIARN®"™ -3.42 0.865 95.93
tIARNM -3.30 0.958 100.91
miR-320 -3.24 0.927 103.49
miR-107 -3.42 0.921 96.08
let-7 -3.386 0.947 97.41
cel-miR- 39 -3.3 0.969 101.04
m: pendiente, R%: Coeficiente de Regresion.

A continuacion, se procedio a la cuantificacion de los ARNs pequefios en las muestras de
plasma seminal del set completo de pacientes y en dos muestras testigos de biopsia testicular,
una procedente de un paciente con azoospermia no obstructiva (NOA) que no evidencia
produccién de espermatoziodes en estudios de anatomia patoldgica Yy la otra de un paciente
con azoospermia obstructiva (AO), con espermatogénesis normal. En la tabla V se resumen

los datos obtenidos.
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Tabla V. Cuantificacion de los ARNs pequefios en muestras de PS
y BT
Plasma seminal Biopsia testicular*
a NOA OA
Detectado Ct ot ot
tARNCU 54/57 |29.58 (7.65)| 14.09 (0.19) | 15.03 (1.81)
tiARNCY 45/57 31.82 (7.12) 19.25 17.48 (0.33)
tiARNMYS 56/57 32.73 (7.03) | 14.70(1.02) 14.41 (0.7)
tiARNF"e 51/57 31.14 (6.59) | 24.23 (0.54) 23.18 (0.22)
tiARNMet 33/57 33.34 (3.74) | 23.34(0.45) 23.63
miR-320 57157 29.84 (1.58) | 24.06 (0.22) 24.39 (0.8)
miR-107 31/57 35.75 (2.47)| 25.48 (0.72) 26.17 (0.39)
let-7 53/57 32.17 (2.07)| 22.84(0.27) 24.23 (1.5)
cel-miR- 39 29/57 | 34.62 (2.28) - -
cel-miR- 39** 57157 26.17 (7.29) - -
Total de muestras de PS procesadas 57
& Valores de Ct se indican como la mediana y el rango intercuartil (RI)
* Se emplearon muestras testigos de dos pacientes: uno con azoospermia obstructiva (OA) y
otro con azoospermia no obstructiva (NOA)
** Valores de Ct obtenidos luego de la preamplificacion
PS: plasma seminal. BT: biopsia testicular.

Se puede observar que el miR-107 y tiARNM!

se detectaron con altos valores de Ct, y sélo
en aproximadamente la mitad de las muestras, a diferencia de los restantes ARNs pequefios.
Por esta razon, se descartd el empleo del miR-107 como control enddgeno. Asimismo, el
miR-320 que también se proyectd como un posible control enddgeno en la primera seccién de
resultados, se detectd en todas las muestras analizadas y los valores de Ct no mostraron una
variacion importante entre los distintos grupos de pacientes por lo que se reforzo su empleo
como posible control endégeno (Figura 14). Por otro lado, el cel-miR-39 agregado de manera
exdgena durante la extraccion de ARN, se detectd en aproximadamente la mitad de las
muestras (29/57) por lo que se decidid realizar una preamplificacion. Luego de llevar a cabo
este procedimiento, si bien se logré detectar el cel- miR-39 en todas las muestras, la

dispersion de los valores de Ct fue considerable (Figura 14).

En base a lo expuesto, se definid como control endogeno para los calculos de AACt el

empleo de miR-320.
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Figura 14. Valores de Ct obtenidos para la cuantificacion de miARNs miR-39 y miR-320 en muestras de
plasma seminal de la cohorte de pacientes en estudio. Las lineas representan la mediana de los valores
obtenidos.

Por ultimo, se evalud la expresion relativa de los ARNs pequefios extracelulares en las
muestras de plasma seminal de los pacientes respecto a los niveles de expresion observados
en el tejido testicular procedente del paciente con OA (Figura 15), resultados similares se
observaron al relativizar respecto a la biopsia del paciente con NOA. Cabe mencionar que la
muestra empleada como referencia constituye una buena aproximacién de lo que seria una
muestra de individuo sano o “control”, factible de obtener trabajando en el marco de las

normas éticas que rigen la investigacion en seres humanos.
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Figura 15. Expresion Relativa de let-7, miR-107, tiARN®", tiARN™, tiARN®Y, tiARN™, tiARNM® en
PS de pacientes respecto a sus niveles en la muestra de BT del paciente con AO . Las lineas representan la
mediana de los valores obtenidos. 3
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En la Figura 15 se puede observar que, como era de esperar, los niveles intracelulares de
todos los ARNSs pequefios analizados son notablemente mayores que los extracelulares.
Ademas, se observd que no hay un correlato directo entre la concentracion intracelular de
estas moléculas y sus niveles extracelulares, sugiriendo que los niveles extracelulares no
serian el mero resultado de la lisis celular. Un sin nimero de publicaciones sugieren que los
niveles de ARNs en compartimentos extracelulares se encuentran regulados por procesos
activos ®°. A este respecto, Sharma y colaboradores demostraron que vesiculas procedentes
del epididimo, denominadas epididimosomas, se fusionan con los espermatozoides durante su
transito por el epididimo, dotandolos de un complemento de ARNs pequefios que los define
como espermatozoides maduros °’. Por otro lado, el hecho de que los niveles de los ARN
pequefio estudiados en esta tesina sean semejantes en las dos muestras testigos de tejido
testicular analizadas, sugiere que la expresion de estos ARNs pequefios en tejido seria estable

e independiente de la capacidad del individuo de producir espermatozoides.
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4.3 Seccion 3- Cuantificacion de ARNSs pequeios seminales y
estudios de asociacion

4.3.1 Caracteristicas generales de los grupos de estudio y analisis de datos
clinicos.

Dada la dificultad de realizar un diagndstico preciso de los pacientes con infertilidad
idiopética, para este trabajo de tesina se realizd un estudio prospectivo que incluyé 41
pacientes normozoospérmicos que se sometieron a 1 0 mas tratamientos de ICSI utilizando
ovulos de donantes en el centro médico PROAR durante los afios 2015-2017. En el transcurso

del estudio se distinguieron tres grupos de pacientes normozoospermicos:

a. individuos que lograron el embarazo clinico mediante ICSI (n= 21)., los cuales a partir
de aqui seran referidos como ICSI (+),

b. pacientes que se sometieron a solo un procedimiento de ICSI con un resultado negativo

(n=11); a partir de aqui x1y

C. pacientes que se sometieron a 2 0 mas tratamientos de ICSI con resultados negativos
(n=9), en los que se presume un factor masculino asociado a la falla reproductiva (PII,

por Posible Infertilidad Idiopatica)

Diversos estudios indican que la disminucion de la fertilidad femenina con la edad se debe
principalmente al envejecimiento ovérico, siendo el componente endometrial menos
relevante. Se ha observado que con el uso de ovocitos de donantes que rondan entre los 20 y

casi 30 afios de edad, la tasa de nacidos vivos no declinan con la edad de la mujer ™.

En este estudio se incorporé también un grupo de pacientes azoospérmicos (n=16), dado
que se trata de una patologia muy bien caracterizada en la que se han reportado alteraciones
en el pérfil de ARNs pequefios. En la tabla VI se exponen las caracteristicas clinicas, de los
grupos de estudio analizados. Para el grupo de pacientes hormozoospérmicos, se incluyeron
los datos obtenidos del anélisis del semen: concentracién espermatica (x108/mL), % vitalidad
y % motilidad. Como se puede observar los distintos grupos no muestran diferencias

significativas en las variables analizadas.
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Tabla VII. Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio

Normo A200 0
Variable ICSI (+) x1 Pl
Edad 40 (8.5) 38 (7) 36 (7) 41 (12.5) ns
Parametros seminales
Cc espermatica, x10%/mL 76 (43.5) 52 (84) 116 (71) - ns
Vitalidad espérmatica, % 84.5(13.5) |86.5(10.5)| 86 (10.75) - ns
Motilidad, % 62.5 (13.75) 69 (9) 66 (9) - ns
Normo: pacientes normozoospermicos. ICSI (+): pacientes con resultados positivos en ICSI. x1: Pacientes
con un resultado negativo en un solo procedimiento de ICSI. P11: posible infertilidad idiopatica. Azoo:
pacientes azoospérmicos. ns: no significativo. Los valores se expresan como la mediana y el rango
intercuartil

4.3.2 Cuantificacién de los ARNs pequefios seleccionados en muestras de
plasma seminal de pacientes con diversas patologias reproductivas.

En este trabajo se cuantificaron los niveles de 7 ARNs pequefios, 5 tiARNs: tiARNC"Y,
tIARN®Y, tiARN™, tiARN™™ tiARNM y dos miARNs: miR-107 y let-7, en muestras de
plasma seminal de pacientes normozoospérmicos (ICSI (+), x1 y PII) y azoospérmicos. Los
niveles relativos fueron determinados por la técnica de stem-loop RT gPCR, descripta en la
seccion de Materiales y Metodos, utilizando el Método Comparativo Ct (AACt). Se empled
como control endoégeno el miR-320 y como calibrador el promedio de ACt de los individuos
ICSI (+).

En primer lugar, se compararon los niveles relativos de los distintos ARNs pequefios
analizados entre el grupo completo de pacientes normozoospérmicos y el grupo de pacientes
azoospérmicos con el objeto de validar nuestro modelo de estudio y comparar nuestros datos
con los descriptos en la bibliografia. La Figura 16 muestra los resultados obtenidos al
cuantificar los niveles de los tiARNs. En ningun caso se encontraron diferencias significativas
entre los grupos aungue se observo que sus niveles tienden a ser menores en el grupo de
azoospérmicos. Esta tendencia es més acentuada en el caso de los tiIARN®" (p = 0.08, Figura
16 A) y tiIARNM® (p=0.09, Figura 16 E).Estos resultados no se condicen con datos publicados
por otros autores en donde los niveles de los tiARNs, tIARN®", tiARN®Y, tiARNM y
tiIARN™, se encontraron significativamente disminuidos en individuos azoospérmicos con
respecto a controles sanos *. Esta diferencia entre nuestros datos y los publicados podria
deberse a deficiencias metodoldgicas identificadas en el trabajo de Hong y col, las cuales se

explicaran en detalle en la seccion de discusion.
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Figura 16. Expresion relativa de los niveles de los tiARN®" (A), tiARN®Y (B), tiARN™* (C), tiARN™"
(D) y tiARN™® (E) en muestras de plasma seminal de pacientes normozoospérmicos (Normo) y
azoospérmicos (Azoo).

Por otra parte, se analizaron los niveles de los miARN-107 y let-7 en muestras de pacientes
normozoospermicos y azoospéermicos (Figura 17). Al comparar tanto los niveles seminales de
miR-107 como de let-7 entre ambos grupos, no se hallaron diferencias con significado
estadistico. Estos datos concuerdan con otros trabajos que, mediante métodos de
secuenciacion de ultima generacion, hallaron que los niveles de let-7 y miR-107 no se
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encuentran alterados en muestras de individuos con distintas patologias reproductivas

64, 18

(azoospermia y astenozoospermia) aunque difieren de otros estudios que asocian

alteraciones en los niveles de let-7a con azoospermia no obstructiva *°.
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Figura 17. Expresion relativa de los niveles de miR-107 (A) y let-7 (B) en las muestras de plasma
seminal de los pacientes normozoospérmicos (Normo) y azoospérmicos (Azoo0).

A continuacion, se cuantificaron los niveles relativos de los ARNs pequefios seleccionados
en los distintos grupos de pacientes normozoospérmicos definidos en el marco del estudio
prospectivo segun el éxito (ICSI (+)) o fracaso (x1 y PIl) de los procedimientos de
reproduccion asistida de alta complejidad realizados. En la Figura 18 se muestran los
resultados obtenidos para los tiARN®" tiARN™® tiIARN™  tiARN®Y y tiARNM® y se puede
observar que en todos los casos los niveles de estos ARNs pequefios se encuentran
aumentados en el grupo PII, con medianas que se ubican entre 3,67 y 26,8 UA, respecto a los
niveles en el grupo ICSI (+). Andlisis estadisticos realizados sobre el conjunto de datos para
evaluar si los grupos difieren entre si (prueba de Kruskal — Wallis), arrojaron diferencias
significativas para los tiIARN®" y tiARN™® (p=0,0476 y p=0,0061, respectivamente),
discriminando el grupo PII del ICSI (+) en pruebas post-test (Dunn’s Multiple Comparison
Test) (Figura 18 A y C). Por otra parte, al analizar los resultados obtenidos para el tiIARN™®
se observo que sus niveles no difieren significativamente en pruebas globales pero si lo hacen
al comparar solo los 2 grupos mejor caracterizados (PIl e ICSI (+)), mostrando valores
aumentados en el grupo PII respecto a ICSI(+) (p=0,0356, Prueba U de Mann-Whitney)
(Figura 18 D). Por dltimo, tanto el tiARN®Y como el tiARNM® no mostraron diferencias

significativas de sus niveles al comparar los distintos grupos (Figura 18 B y E). Sin embargo,
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NMet

los resultados obtenidos para el tiAR no pueden considerarse concluyentes dada la baja

frecuencia de deteccion de este tiARN (33/57) descripta en la segunda seccion de resultados.
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Figura 18. Expresion relativa de los niveles de los tiARN®" (A), tiARN®Y (B), tiARN™* (C), tiARN™™
(D) y tiARNM® (E) en muestras de plasma seminal de los grupos ICSI (+): pacientes con resultados
positivos en ICSI; x1: Pacientes con un resultado negativo en un solo procedimiento de ICSI; y PII:
posible infertilidad idiopatica. P*<0.05, P**<0.01
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Se cuantificaron también los niveles de miR-107 y los miembros de la familia de let-7 en
las muestras de pacientes normozoospérmicos (Figura 19). De manera consistente con la
bibliogréfica ® 8, los niveles del miR-107 no se vieron alterados en los grupos analizados
(Figura 19 A), aunque en este caso, al igual que con el tiARN™®, la frecuencia de deteccion

del miARN resulto muy baja (31/57, Resultados- Seccién 2).

Por otra parte, al cuantificar los niveles de los miARNSs de la familia let-7 se observo una
tendencia opuesta a la descripta para los tiARNs analizados en este trabajo de tesina. En este
caso los niveles detectados en PII resultaron menores respecto de los obtenidos en el grupo
ICSI (+) (mediana= 0,40, Figura 19 B). Esta tendencia cobré significado estadistico al
comparar los niveles de let-7 s6lo entre los grupos PIl y ICSI (+) (p=0,0372, Prueba U de
Mann-Whitney).
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Figura 19. Expresion relativa de los niveles de los miARN-107 (A) y let-7 (B) en muestras de plasma
seminal de los grupos ICSI (+): pacientes con resultados positivos en ICSI; x1: Pacientes con un
resultado negativo en un solo procedimiento de ICSI; y PII: posible infertilidad idiopatica. P*<0.05

4.3.3 Estudios de correlacion.

Con el objeto de identificar asociaciones de relevancia clinica, se llevaron a cabo estudios
de correlacion entre los datos obtenidos en este trabajo de tesina respecto a la cuantificacion
de los niveles de ARNs pequefios y pardmetros clinicos y de laboratorio relevado de la
Historia Clinica de los pacientes que participaron del estudio. La variables analizadas fueron:
edad, peso, talla e IMC del paciente, parametros espermaticos (concentracion, vitalidad,
motilidad y morfologia), antigiiedad de la muestra, edad de la pareja y parametros asociados
al procedimiento de ICSI (% de fertilizacion, % de division y % de embriones dptimos para

transferir). En todos los casos se calculé coeficiente de correlacion de Spearman (R),
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encontrdndose solo asociaciones débiles entre la edad de los pacientes normozoospermicos y
los niveles de tiARN®Y y tiARN™ (Figura 20).
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Figura 20. Correlacion entre los niveles de tiARN®Y (A) y tiARN™ (B) y la variable edad en los
pacientes normozoospérmicos. R: Coeficinte de correlacién de Spearman.

Llamativamente, al comparar los valores obtenidos para los ARNs pequefios, se observo
que los niveles de los tiARNSs correlacionaron fuertemente y de manera directa (R>0) entre si
mientras que no lo hicieron con ninguno de los miARNSs analizados. Asimismo, tampoco se

encontré una asociacion entre miR-107 y let-7 (Tabla VII).

Tabla VII. Correlacion de los niveles de ARNs pequefios.

tIARN®" | tiIARN®Y | tiIARN™® | iARN™ | tiIARNM | miR-107 | let-7
tiIARNCM 0.887 0.872 0.641 0.496 -0.163 -0.001
tiIARN®Y | <0.0001 0.758 0.618 0.436 0.162 -0.114
tiIARN"® | <0.0001 | <0.0001 0.588 0.373 -0.185 -0.052 R
tiARNP™ | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 0.224 -0.043 0.064
tIARNM®! 0.005 0.023 0.035 0.234 0.008 0.130
miR-107 0.398 0.438 0.327 0.832 0.971 -0.057
let-7 0.993 0.474 0.717 0.664 0.493 0.771

P

R: Coeficiente de correlacion de Spearman. Se resaltan los ARNs pequefios que correlacionan.

En la figura 21, se puede apreciar con mejor nivel de detalle los resultados obtenidos que

muestran una correlacion muy fuerte y con un significado estadistico elevado entre los niveles
de tiARN®"y iARN®Y : tiARN®" y tiIARN"S; tiARN®Y y tiARN™® (Figura 21 A, B, C).
Por otra parte, la relacion entre los niveles de tiARN™™ con cada uno de los tiARN®"Y,
tIARN®Y y tiARN™®, es moderada pero con un significado estadistico alto (Figura 21 D, E,

F), mientras que se observa una correlacion mas débil pero con significado entre los niveles
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del tiARNM® con cada uno de los tiIARN®", tiARN®Y, y tiARN™® (Figura 21 G, H, I). Por

Gltimo, no se encontré una asociacion entre los niveles de tiIARN™ y tiARNM®,
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Figura 21. Correlacion entre los niveles de ARNs pequefios de muestras de plasma seminal del set
completo de pacientes. tiARN®"y tiARN®Y (A):; tiARN®" y tiARN™" (B): iARN®Y y tiARN-*(C):
tIARN™ y tiARN®" (D); tiIARN™™ y tiARN®Y (E); iIARN™™y tiARN"® (F); tiARNYy tiARNC" (G);
tIARNMy tIARNCY(H); tiIARNM y tiARN"® (1). R: Coeficiente de correlacién de Spearman.
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El hecho que los niveles de miRNAs y tiARNS muestren comportamientos opuestos
cuando se comparan los distintos grupos de estudio sugiere que estos dos tipos de ARNs

pequefios podrian tener diferentes implicancias en la competencia reproductiva.
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5 Discusion

Los ARNSs pequefios no codificantes (< 200 nucle6tidos) cumplen importantes roles en la
regulaciéon post-transcripcional y traduccional de un sinfin de procesos bioldgicos, y en
reiteradas ocasiones se han encontrado asociados a diferentes enfermedades reproductivas
masculinas. Diversos estudios demuestran que tanto miARNs como piARNs cumplen
funciones importantes en la produccién de espermatozoides en mamiferos y son producidos
de manera abundante en las células germinales durante todo el proceso de espermatogenesis’™.
Recientemente, se han descripto nuevas clases de ARNs pequefios potencialmente asociados
al control de la competencia reproductiva, entre las que se destacan los fragmentos derivados
de tARNs. Estas moléculas han sido implicadas en la regulacion de varios procesos celulares

como son la apoptosis, control de la sintesis proteica y silenciamiento génico, entre otros >°.

Ademas, investigaciones recientes demuestran que los ARNs pequefios no s6lo cumplen
importantes funciones dentro de las células, sino también pueden ser exportados en vesiculas
extracelulares (exosomas) o unidos a lipidos o proteinas, para circular a través del cuerpo y
afectar a las células a gran distancia. Estos ARN extracelulares estdn presentes en una
variedad de fluidos corporales incluyendo plasma, orina y saliva, donde son notablemente
estables y resisten la degradacion a pesar de la presencia de RNasa ® "2 En este contexto, en
el presente trabajo de tesina se cuantificaron diversos ARNs pequefios en muestras de plasma
seminal con el objeto de evaluar su potencial utilidad como biomarcadores no invasivos de
infertilidad idiopatica masculina. En base a un extenso trabajo de relevamiento bibliogréafico y
analisis de secuencias se seleccionan 9 candidatos, 5 tiARNs: tiARN®"™ tiARN®Y, tiARNY,
tIARN™™® tiIARNM® y 4 miARNs: miR-107 y la familia de let-7, miR-30 y miR-320. La
seleccion de los mismos se realiz6 en funcién de la informacion disponible en relacion a su
abundancia en plasma seminal, su potencial asociacién con enfermedades reproductivas

masculinas y la reproducibilidad de los datos recabados.

Cabe mencionar que los tiARNs seleccionados fueron anotados inicialmente como
pIARNS. Sin embargo, en este trabajo de Tesina se pudo demostrar que estos “supuestos”
piARNSs se alinean con perfecta homologia de secuencia a fragmentos derivados de tARN,
especificamente a mitades 5’ de tARN (Resultados-Seccion 1, Figura 8). A este respeto,
diversas evidencias sugieren que existen numerosos errores en la anotacion de estas

secuencias de ARNSs pequefios. Estos piARNs clasificados ambigua o erroneamente
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representan una minoria, aproximadamente el 1%, y se corresponden con la gran mayoria de

los supuestos piARNS expresados en tejidos extragonadales en mamiferos®.

El plasma seminal es una muestra compleja con una alta concentracion de polisacaridos y
proteinas que dificultan la extraccion del ARN. Por ello, en una primera etapa de esta tesina
se evaluaron distintas variantes del protocolo tradicional de extraccion de ARN con TRI-
Reagent, lograndose establecer un protocolo 6ptimo de extraccion de ARN a partir de
muestras de plasma seminal. Empleando esta técnica se lograron cuantificar todos los ARNs
pequefios seleccionados con excepcion de los miembros de la familia miR-30, que no
pudieron ser detectados en nuestra cohorte de pacientes en discrepancia con datos publicados
64.18.35 | a falta de reproducibilidad en los datos obtenidos a partir del analisis de bibliotecas
de miARNSs extracelulares es una dificultad recurrente que enfrentan los investigadores que
trabajan en estos topicos y podria asociarse a la ausencia de protocolos internacionalmente
estandarizados para llevar a cabo su cuantificacion .

Por otra parte, tanto el tiARNM®

como el miR-107, sélo se lograron cuantificar en
aproximadamente la mitad de las muestras analizadas con valores de Ct sobre el limite de
deteccidn de la técnica de gPCR (Resultados-Seccion 2, Tabla V). A este respecto, diversas
publicaciones demuestran que el tiARNM® se encontraria en baja abundancia en plasma

64, 35

seminal de individuos normozoospermicos , en concordancia con nuestros resultados;

mientras que para el caso del miR-107 la informacién disponible es controversial * %4 %

La azoospermia es una patologia facilmente diagnosticable que constituye un caso extremo
de infertilidad masculina y por ello ha sido extensamente estudiada. En diversas publicaciones
se han reportado perfiles de ARNs pequefios alterados asociados a esta condicién °* 8 336210
y dicha informacion ha sido utilizada en este trabajo para la seleccién de candidatos. Sin
embargo, en nuestro grupo de pacientes no se observaron diferencias significativas entre
individuos normozoospérmicos y azoospérmicos, aungue los niveles de los tiARNSs tendieron
a ser menores en el segundo grupo (Resultados-Seccion 3, Figura 16). Estos resultados no se
condicen con datos publicados por otros autores en donde los niveles de los tiARNS:
tIARN®Y tiIARNSY, tiIARNM y tiIARN™, se encontraron significativamente disminuidos en
pacientes azoospérmicos con respecto a controles sanos *°. Esta inconsistencia entre ambos
trabajos podria deberse a diferencias durante el procesamiento de las muestras de plasma
seminal. En el trabajo de Hong y colaboradores las muestras de plasma seminal fueron
centrifugadas sélo una vez a 3000 rpm por 5 minutos, mientras que en el presente trabajo se lo

hizo dos veces, primero 5 min a 1500g y luego a 16,000g por 10 min. Al realizar los
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experimentos en nuestro laboratorio se hizo evidente que con una sola centrifugacion la
eliminacion tanto de las células esperméaticas como de los residuos celulares es muy poco
eficiente dado que al final de la Gltima centrifugacion todavia se observé la presencia de un
abundante precipitado. Por esta razon, es probable que en dicho trabajo se hayan cuantificado
ARNSs pequefios intracelulares, lo que se condice con el hecho de que en los pacientes
normozoospermicos se encontraran niveles mayores de tiARNs en comparacion con los
pacientes azoospérmicos donde la concentracion de espermatozoides es practicamente nula, y
ademas esto explicaria la correlacion directa que los autores observan entre niveles de los

ARNs pequefios y el porcentaje de vitalidad de los espermatozoides.

Por otro lado, al comparar los niveles de los miARNSs: miR-107 y la familia de let-7 entre
los grupos normozoospérrmicos y azoospérmicos, no se hallaron diferencias con significado
estadistico (Resultados-Seccion 3, Figura 17). Diversas publicaciones validan estos resultados
%418 Sin embargo, un trabajo reciente publicado por Wu y colaboradores sugiere que los
niveles de let-7-a serian mayores en pacientes con azoospermia no obstructiva en
comparacién con controles sanos *°. En este punto, se puede inferir que en este trabajo de
Tesina, la cuantificacién conjunta de todos los miembros de la familia podria estar
enmascarando alteraciones en los niveles de un miembro particular de la familia, en este caso
let-7-a.

Como se menciond en parrafos anteriores, el objetivo de este trabajo se centrd en
identificar posibles nuevos biomarcadores seminales de infertilidad idiopatica. Sin embargo,
debido a la dificultad de realizar un diagndstico preciso de estos pacientes, en esta tesina se
realiz6 un estudio prospectivo en el cual los pacientes fueron clasificados de acuerdo al éxito
o fracaso de los tratamientos de reproduccion asistida de alta complejidad. En este estudio se
distinguieron el grupo ICSI (+), formado por pacientes que lograron el embarazo clinico
mediante ICSI, y otros dos grupos formados por pacientes que no lograron el embarazo
clinico (ICSI (-)) que se dividieron entre aquellos a los que se le realizo un solo procedimiento
(x1) y los que fueron considerados como pacientes con posible infertilidad idiopatica (PII), en

funcién de las fallas repetidas en tratamientos de ICSI.

En este marco, al comparar los niveles de los tiARNS entre los tres grupos, ICSI (+), X1y
PII, se observo que en todos los casos los mismos resultaron mayores en las muestras del
grupo PII en comparacion con el grupo ICSI (+), siendo esta diferencia estadisticamente
significativa para el caso de los tiIARN®", tiARN™ y tiARN™™ (Resultados-Seccion 3,
Figura 18). Llamativamente, los datos obtenidos al analizar los miARNs mostraron una
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tendencia opuesta, con niveles menores en el grupo PIl en comparacion con el grupo ICSI (+),
la cual cobro significado estadistico al comparar let-7 entre los grupos PIl e ICSI (+)
(Resultados-Seccidn 3, Figura 19). Este patron opuesto entre los niveles de los tiARNs y los
miARNS en el grupo PII se vio reforzado al realizar los estudios de correlacion en donde se
pudo observar que los tiARNs correlacionaron fuertemente entre ellos, pero no con los
miARNs (Resultados-Seccién 3, Tabla VII). ElI hecho de que los niveles de miRNAs y
tiIARNS muestren tendencias opuestas al comparar los distintos grupos de estudio sugiere que
estos dos tipos de ARNSs pequefios podrian tener diferentes implicancias en la competencia

reproductiva.

En este punto, cabe recordar que los niveles de los ARNs pequefios en plasma seminal son
producto de una conjuncion de procesos distintos que tienen lugar tanto en los
espermatozoides como en los tejidos del sistema reproductor masculino, incluidos
mecanismos de biogénesis, de secrecion, absorcion, y degradacion, entre otros. Ademas, la
estabilidad de estas moléculas en plasma seminal depende seglin se encuentren libres o
contenidas en microvesiculas o formando complejos con proteinas. Sin embargo, para la
realizacion de los procedimientos de ICSI los espermatozoides son lavados del plasma
seminal e inyectados directamente en el citoplasma de los ovocitos. Entonces, dado que en
nuestro modelo de estudio los pacientes son clasificados segin el éxito o fracaso del
tratamiento se podria suponer que las alteraciones observadas en los niveles seminales de los
ARNs pequefios analizados podrian tener un correlato con lo que sucede dentro del
espermatozoide. En este sentido, el hecho de que let-7 se encuentre disminuido en las
muestras del grupo PII podria tener relevancia fisioldgica, debido a que se trata de un miARN
esencial que se encuentra fuertemente asociado a procesos de diferenciacion y desarrollo.
Ademas, let-7 es el mMiIARN mas abundante en plasma seminal sugiriendo que esta molécula

jugaria un rol importante en los procesos reproductivos ",

Por otro lado, el que los tiARNs se encuentren con niveles aumentados en el grupo PlI
podria también estar asociado a alteraciones en la funcion reproductiva. Publicaciones
recientes sugieren que la produccién de tiARNSs por la accién de la enzima angiogenina se ve
incrementada en respuesta a distintos tipos de stress, y que estos ARNSs pequefios actuarian
reprimiendo la sintesis global de proteinas contribuyendo con el ensamblaje de los
denominados Granulos de Stress °. La asociacién observada, tanto por nosotros como por
otros investigadores, entre el proceso de envejecimiento y los niveles de tiARNS, refuerza esta
hipétesis (Resultados-Seccion 3, Figura 20) °. Asimismo, hay evidencia de que diversos
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Discusion

tiARNs cumplen un rol transgeneracional en la regulacién de genes en el cigoto por

mecanismos aln desconocidos °" %8,

En suma, el andlisis realizado en este trabajo de tesina ofrece una estimulante
aproximacion frente al potencial uso de ARNs pequefios seminales como biomarcadores no
invasivos de enfermedades reproductivas masculinas, que ante un andlisis mas exhaustivo,

podria mejorar la calidad de los métodos de diagnostico de dichas patologias.
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Conclusiones

6 Conclusiones

Se logrd poner a punto una técnica para la cuantificacion de ARNs pequefios a partir
de muestras de plasma seminal.

Se describio un perfil de ARNs pequefios alterado en pacientes con diagndstico
presuntivo de infertilidad idiopatica (mas de un ciclo fallido de ICSI con ovocitos
donados), significativamente distinto del observado en pacientes que lograron el
embarazo. Los niveles de miARNSs y tiARNs presentaron comportamientos opuestos
al comparar los grupos de estudio, hecho que sugiere que estos dos tipos de moléculas

tendria roles diferentes en la regulacion de la funcion reproductiva.
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