MEUORA\DIAGNOSTIGA!
DE{AVINFERTILIDAD
M;[INA MEDIANTE
|EL' UISODETECNICAS DE

| ANALISIS MASIVD DE
PROTEINAS Y METABOLITOS
EN ESPERMATOZOIDES

VNIVERSITAT
® VALENCIA

TESIS DOCTORAL
Rocio Rivera Eqgea
licenciada en Farmacia
Dirigida por:
Dr. D. Nicolas Garrido Puchalt
Dr. D. Marcos Mesequer Escriva
Dr. D. Francisco Dominguez Hernandez
Valencia, Julio 2017 \
\ &




VNIVERSITAT ( o o
® VALENCIA @'% Facultat de Giéncies Biologiques

UNIVERSIDAD DE VALENCIA
Facultad de CC. Bioldgicas
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
Programa Oficial de Doctorado en Biotecnologia 3004 regulado por el

RD 1393/2007

MEJORA DIAGNOSTICA DE LA INFERTILIDAD MASCULINA MEDIANTE EL
USO DE TECNICAS DE ANALISIS MASIVO DE PROTEINAS Y METABOLITOS

EN ESPERMATOZOIDES

Memoria realizada por D2 Rocio Rivera Egea
para optar al Grado de Doctor por la Universitat de Valéncia
Dirigida por:
Dr. D. Nicolas Garrido Puchalt
Dr. D. Marcos Meseguer Escriva

Dr. D. Francisco Dominguez Hernandez

Valencia, Julio 2017


http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.uv.es/formatos/Iconlogos.html&ei=M4E-VK6nFZXlaqSsgpAL&bvm=bv.77412846,d.ZGU&psig=AFQjCNEd2A815gZO4eXVLviWcWAlFzSzSw&ust=1413468836301866




Dr. D. Nicolds Garrido Puchalt, Doctor en Biologia por la Universidad de Valencia

INFORMA:

Que D2 Rocio Rivera Egea ha realizado bajo mi direccién el trabajo de
investigacion que ha dado lugar a la memoria titulada: “Mejora diagndstica de la
infertilidad masculina mediante el uso de técnicas de analisis masivo de proteinas

y metabolitos en espermatozoides”.

Dicha memoria estd concluida y se considera apta para su lectura y defensa

publicas.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente certificacion.

Valencia, 10 de julio de 2017

FDO. Dr. D. Nicolas Garrido Puchalt






Dr. D. Marcos Meseguer Escriva, Doctor en Biologia por la Universidad de Valencia

INFORMA:

Que D2 Rocio Rivera Egea ha realizado bajo mi direccién el trabajo de
investigacion que ha dado lugar a la memoria titulada: “Mejora diagndstica de la
infertilidad masculina mediante el uso de técnicas de analisis masivo de proteinas

y metabolitos en espermatozoides”.

Dicha memoria estd concluida y se considera apta para su lectura y defensa

publicas.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente certificacion.

Valencia, 10 de julio de 2017

FDO. Dr. D. Marcos Meseguer Escriva






Dr. D. Francisco Dominguez Hernandez, Doctor en Biologia por la Universidad de

Valencia

INFORMA:

Que D2 Rocio Rivera Egea ha realizado bajo mi direccién el trabajo de
investigacion que ha dado lugar a la memoria titulada: “Mejora diagndstica de la
infertilidad masculina mediante el uso de técnicas de analisis masivo de proteinas

y metabolitos en espermatozoides”.

Dicha memoria estd concluida y se considera apta para su lectura y defensa

publicas.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente certificacion.

Valencia, 10 de julio de 2017

FDO. Dr. D. Francisco Dominguez Hernandez






Agradecimientos

Cuando inscribi la tesis lo Unico que tenia claro es que los agradecimientos
se escribian al final, y ahora entiendo el por qué, ya que probablemente sea la
parte que mas me ha costado. Tengo tanta gente a la que agradecerle, que
necesitaria la extensién de otra tesis para darles las gracias a todos. Aun asi,
intentaré ser breve sin dejarme a nadie de los que me han apoyado, ayudado,
aguantado, soportado, y un largo nimero de etcéteras, en esta nueva etapa que

hoy se cierra.

Antes de nada queria darles las gracias a mis directores de tesis, Nico,
Marcos y Paco. Gracias por toda vuestra ayuda y por haberme aguantado, porque
sabéis que cuando me pongo con algo me pongo, y lo quiero ya, y eso a veces no
es nada facil. Gracias por todo lo que habéis hecho por mi y por hacerme una
mujer de provecho, porque hoy soy lo que soy gracias a vosotros y porque sin
vosotros esta tesis no tendria sentido, GRACIAS. Y en especial queria darle las
gracias a Paco, porque a pesar de haberlo incluido como director a 3 meses de
depositar la tesis, el sprint final, la ayuda constante, la rapidez en corregir, los
consejos y el estar ahi en todo momento, no tiene precio, asi que GRACIAS.

GRACIAS a los tres.

A las chicas del departamento de proteémica de la UV (Oreto, Laura, Luz y
Raquel) y de OWLmetabolomics (Cristina y Miriam), sois la pieza clave para poder
hacer entenderme todo este lio que se estd montando y al que llaman la era de la

OMICAS. Gracias a todas.

A mis chicas del laboratorio, de la primera a la ultima, porque trabajar con
vosotras es como no ir a trabajar nigun dia de mi vida (Carol, Isa, Mencis, Yol, Palo

y Zuri). Porque sois las mejores y punto, porque a pesar de estar insoportable,



Agradecimientos

cansada, agobiada, etc, me habéis ayudado en todo momento y me habéis dado
animos hasta el final. Qué viva las terapias de grupo! OS QUIERO CHICAS.

A la Nere, mi compi de mesa, de tesis, de investigacion, de sofocos, de
desahogos, de impotencia, de rabia, de alegrias..., mi amiga, porque esto ha sido

mucho mas facil teniéndote al lado.

A mis mejores amigas Julia y Maca.

A mi Juli, porque empezamos esto juntas y aunque me hayas adelantado
en la defensa de la tesis, esta claro que todo lo que nos proponemos LO
CONSEGUIMOS!

A Maca, por estar ahi siempre, ayudarme y ser mi mejor amiga hasta que
la muerte nos separe. Simplemente GRACIAS.

A mis amigos (Lauri, Majo, Juan, Ana, Nacho, Juanma, Sonia, Andrea, Vivi,
Stefy y mis loquillas), porque a pesar de rechazar todas vuestras ofertas de salir a
tomar algo, al padel, a cenar, habéis estado ahi al pié del cafidn y me habéis
apoyado, entendido y respetado. Y en especial a mi amigo Mariano por ser un
artista y haberme editado una imagen espectacular para mi tesis a pesar de no
tener tiempo, y a mi amigo Alex, por tu apoyo incondicional, por tus animos, por

preocuparte por mi, por mi tesis, por mi salud, por mi locura...GRACIAS A TODOS.

Ya para ir terminando voy a agradecerle a la parte mas importante de mi
vida, Ml FAMILIA (mis padres y mi hermano), porque sois lo mejor que una
persona puede desear. Porque no podemos dar un paso los unos sin los otros,
porque juntos somos insuperables y porque sin vosotros no soy nadie. Gracias por
estar ahi siempre, ayudarme, animarme, apoyarme y por la lucha diaria y continua

para que escribiera la tesis, pues bien AQUI ESTA. Os quiero!



Agradecimientos

Y por ultimo, a mi chico, mi amigo, mi companero, mi todo; porque
soportar a una persona sin dormir, sin despegar la vista del ordenador, sin salir de
casa, sin sacar a la Kira a las 12 de la noche, no es tarea facil, pero tu estando a mi
lado, con tus animos, tus risas, tus abrazos y dandome fuerza en cada momento
has conseguido que esto sea coser y cantar, y has hecho que esta aventura que

emprendi hace ya 5 afios, haya llegado a su fin victoriosamente. Te quiero!

Ah! Y se me olvidaba, a mi Kira, porque a pesar de todos los
contratiempos, ha pasado horas y horas a mi lado tumbada mientras escribia esta
tesis. No se puede tener mejor compaiiia.

A todos y cada uno de los mencionados en estos agradecimientos, incluso

a aquellos que se me hayan podido olvidar o que no he puesto por no hacerlo mas

largo, SIMPLEMENTE GRACIAS DE TODO CORAZON!!

Rocio

M deseo de este ano nuevo eras ti






indice

LINTRODUCCION .......cuueumsennsenmssenssenssssssesssesssessssssssssssssssesssesssessssssssesssssssesssssssssssssssssssss 3
1. Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA) .5
1.1 La Inseminacion Artificial 0 JA.........eeeiiiiiiie e 5
1.2 La Fecundacion in vitro O FIV .......coocueiiiiiiiieiiiec e 8
1.3. Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)..........ccccvvveeeennnn. 8
1.4. Donacion de ametosS......ccoeeviiiiiiiiiie 10

2. Resultados de las TRA 11
3. Infertilidad masculina 13
3.1 Analisis basico del semen 0 espermiograma.......ccccceeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeseeeeeeenn 16
4. Biomarcadores moleculares de fertilidad en espermatozoides 19
5. Nuevos métodos de diagndstico y seleccion en el semen .........ceeeeeeeeecercrccennnne 21
5.1. Técnicas de diagndstico eSPermMatiCo.......cceeeeeriiuuunniieiee e 22
5.1.1. Fragmentacion del ADN espermatico (SDF)........coooeviiiiii. 22
5.1.2. EStrés oXidatiVo .....ceeeeiuiieiiiiiiee ettt 24
5.1.3. Hibridacién In Situ Fluorescente (FISH) ...........cccooiii 25
5.1.4. Perfil ARN espermatico: Transcriptdmica............ccccceeeeeiieeeneennnnnn... 26

5.1.5. Perfil metabdlico espermatico: Lipidomica. ...............ccc. 28



indice

5.1.5.1: ClaSifiCaCioN....cceeeieiiiiiiiiieee et 29
5.1.5.2. FUNCIONES ...t 32
5.1.5.3. La Lipidémica aplicada a la andrologia. .....cccccceevvveviriieenieeennennnnne. 33
5.0.6. Prot@OMICA...ceviiuiiieiiiiiee et e 37
5.1.6.1. Protedmica aplicada a la andrologia........cccceeeeeeiiiiiiiiiiiiieiiieiean 37
5.1.6.1.1. Estudio descriptivo de la protedmica en espermatozoides
RUMANOS ..o 41
5.1.6.1.2. Estudio comparativo de protedmica en los espermatozoides
RUMANOS ... e s 44

5.2. Técnicas de seleccidn espermatiCas......cccceeeeeeeeeeiiiiiiiiiiecccc e 47
5.2.1. Caracteristicas ultramorfoldgicas.............cccco 47

5.2.1.1. Inyeccidn intracitoplasmdtica de espermatozoides seleccionados

morfoldgicamente (IMSI).......ooooiii 47

5.2.1.2. Seleccién de espermatozoides birrefringentes.........ccccceeeeeeennnnn. 48

5.2.2. Madurez espermatica y caracteristicas de la membrana plasmatica .. 49

5.2.2.1. Test de unidn al acido hialurdnico: PICSI ........ceevevveeviiiiiieneeiiinns 49

5.2.2.2. Separacidon inmunomagnética de espermatozoides (MACS)........ 50



indice

ILHIPOTESIS: ....oeeuneeesenenenenssenssessesssessesssessssssessssssesssesssssssssssssessssssssssesssssssssssssssssssssses 55
HLOBIETIVO ...coiiiiniiiiisnniinsennniissensnisssensnssssnsissssnsssssssnsssssssssssssssnssssssssssssssnsssssssnssssssanss 59
IV.MATERIAL Y METODOS 63
1. Lugar de ejecucion ....63
2. Poblacion de estudio 63
3. Criterios de inclusion y eXCIUSION .......ccceeeercercrrcereerceccnrcercsercsnscnsesasesnessnessnesnns 64

K 28 [ 1ol (VT T o OO PP UUPPPUUPPRRNS 65

3.2 EXCIUSION: (et e s s e e e e e e naae 66
4. Recogida de muestras y analisis basico del semen.........ccoceecereerverecrcseresercsernnenns 67

4.1. Determinacion de las caracteristicas seminales. Elaboracion del

(=1 o2=1 g e a1 Lo = = [ 4 T TR PPPPRRRPN 68
4.2. Determinacion de los pardmetros basicos del semen ............................... 69
5. Preparacion de las muestras de semen ...70
6. Estudios. 73
6.1 Metaboldmica: LipidOmiCa ........uuuuuuuuiiii s 73

6. 1.1 UHPLC-MS. .., 73



indice

6.1.2. Aplicacion de la técnica UHPLC-MS en muestras de pacientes

destinadas propiamente a tratamientos........ccceeeeeeiiieviiiiiiee e 73
6.1.2.1. Tratamientos de reproduccion asistida (IAH).........cccccvvveeeeeeennnnns 74
6.1.2.2. Obtencion y preparacidn de las muestras ...........euevvvvvvvvvvveeneennnns 74
6.1.2.3. Analisis de 1as MUESTIras ........cceevreviieeiiiieie e 75
6.1.2.4. Analisis eStadiStiCO......uevriiiiiriiiiiiieiee e 76

6.1.3. Comparacién del perfil lipidico entre muestras de semen que

consiguieron embarazo mediante ICSlylasque No...........coeeeeiiiii, 76
6.1.3.1. Poblacidn de estudio: Calculo del tamafio muestral .................... 77
6.1.3.2. DiseNo del eStUdIO ......eveeeeriiiiieiciiiee e 77
6.1.3.3. Tratamiento de reproduccion asistida (ICSI).........cuvvvvvevervrernennnnns 78
6.1.3.4. Obtencion y preparacién de las muestras de semen ................... 83
6.1.3.5. Analisis de 1as MUESTIras .........eeeviiiiieiiiiieie e 84
6.1.3.6. Pretratamiento de 10S datos........cueeeeriiieieiiiieiii i 91

6.1.3.6.1. Normalizacidn de los datos y control de calidad. .................. 92
6.1.3.6.2. Andlisis €StadiStiCo .......cvveeiiriieiiiiiiee e 94

(ST o oY (=Y 1 o 1= R 101



indice

6.2.1. Caracterizacién del proteoma de los espermatozoides: Elaboraciéon de

una libreria de proteinas presentes en los espermatozoides ..................... 101
B.2.1.1. LC-MS/MS..oeeieeiee ettt et 102
6.2.1.2. Obtencidn y preparacién de las muestras de semen ................. 102

6.2.1.3. Preparacidon de las muestras de semen para su caracterizacion

Mediante UNa liIreria....cooev i 103

6.2.1.4. Analisis de la libreria de proteinas mediante la técnica LC-MS/MS

6.2.1.5. Identificacién, validacion y cuantificacion de proteinas.............. 106

6.2.2. Comparacion del perfil proteico entre muestras de semen que

consiguieron embarazo mediante ICSl..............cccii 107
6.2.2.1. Poblacién de estudio: Calculo del tamafio muestral .................. 107
6.2.2.2. Disefio del @STUAIO .....uuuiiieiiiiiiiee e 107

6.2.2.4. Obtencidén y preparacion de las muestras de semen................. 108

6.2.2.5. Preparacion de las muestras de semen para el andlisis protedmico

de expresion diferencial ..o 109



indice

6.2.2.6. Anadlisis de las muestra mediante la metodologia SWATH LC-

IMIS/IVIS ettt ettt ettt ettt e ettt e e e et e e e e tba e e e e stba e e e eabaeeeeeatreeeeenrees 110
6.2.2.7. Identificacidn, validacion y cuantificacion de proteinas............. 111
6.2.2.8. Analisis @stadiStiCo.......cevvrvmiiiiiiiiie e 112
6.2.2.9. Analisis funcional. GO, DAVID y String.........ccuvvvvvvvvveveeeeereennennnns 115
V.RESULTADOS ......courrmiireiuinisnssnsansusssisnssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsanss 119
1. Metaboldémica: Lipidomica 119
L1 UHPLC-MS ..ttt et st e s e e e 119

1.2. Aplicacién de la técnica UHPLC-MS en muestras de pacientes destinadas

propiamente a tratamientos .....oovvvviiiiiiiiin e 119

1.3. Comparacién del perfil lipidico entre muestras de semen que consiguieron

embarazo mediante ICSI Y [as qUE NO.......uuuuuunic e 121
1.3.1. DEMOGIAICOS .uuuuuueieiiiii s 121
1.3.2. Andlisis de datos multivariante ........ccccceevviereiiiiiii i 123
1.3.3. Andlisis de datos Univariante ........ccocceeeeiiiieee i 125
1.3.4. Andlisis de curvas ROC........coooruiiiiiniiieee ettt 143

2. PrOtEOMICA...ceteeeneerercnereessnneresssaseressssesssssssensssssesssssssensssssseassssssnassssssnssssnnsnssssnnenes 148




indice

2.1. Caracterizacidn del proteoma de los espermatozoides: Elaboracion de una

libreria de proteinas presentes en los espermatozoides............uvvvvvevveveveennnns 148

2.1.1. Caracterizacion de 1as MUESTIaS.....c.cuuuviieeiiiiiieieeeie e eea e 148

2.1.2. Andlisis de la libreria de proteinas mediante la técnica LC-MS/MS... 148

2.2. Comparacién del perfil proteico entre muestras de semen que consiguieron

embarazo mediante ICSI y [as qUE NO.......uuuuuuei 149

2.2.1. DEMOEGIAfICOS cooeeeeeeeeeeee e, 149

2.2.2. Analisis de las muestra mediante la metodologia SWATH LC-MS/MS150

2.2.3. Analisis @STadiStiCO ..ocuvvreeiiiiiiei e 151
2.2.3.1. Métodos de regresidn multiple con penalizacién ...........ccuuveees 156

2.2.4. Andlisis funcional. GO, DAVID y String.........ccccceeeieeiiiiii 165
VEDISCUSION .....uerrererenessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssassesssssssasees 181
VII.CONCLUSIONES ... 205
VILBIBLIOGRAFIA.........cuveureresrsenssnsssssssssssssasssssssssssasssssessssssssssessssssssssssassessssssasses 209

IX.ANEXOS 229







INTRODUCCION






Introduccion

I.INTRODUCCION

Hoy en dia se asume que la infertilidad afecta alrededor de un 8% de las
parejas en edad reproductiva, siendo este porcentaje variable seglun diferentes
autores y zonas geograficas, y situdndose en un 14% en Europa (Benagiano et al.
2006, ESHRE 2014:2016, Sharlip et al. 2002, Thonneau et al. 1991). Entre sus
consecuencias, ademds de problemas psicoldgicos (estrés y depresion), fisicos y
sociales, también representa una gran carga econdémica (Mascarenhas et al.

2012).

La infertilidad es definida como la incapacidad de lograr un embarazo
clinico después de doce meses de relaciones sexuales no protegidas. Esta
definicién es la que consideran la Sociedad Espafola de Fertilidad (SEF), la
Sociedad Europea de Reproduccién y Embriologia Humana (ESHRE) (ESHRE Capri
Workshop 1996) y la Asociacion Americana de Medicina de la Reproduccion
(ASRM); a diferencia de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) que prolonga

este tiempo a 24 meses (Matorras and Critol 2011).

No obstante, en la practica clinica, después de un afio, se suele empezar a
actuar a no ser que hubiese factores que reduzcan todavia mas este plazo, como
por ejemplo la edad materna avanzada, alteraciones que afectan a la fertilidad
femenina o masculina, etc., (tabla 1) (Alama and Remohi 2011, Brugo-Olmedo et

al. 2003).
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Factores para el estudio precoz de la pareja infértil

Mujer Hombre

Edad > 35 afios Patologia genital previa

Amenorrea u oligomenorrea > 6 meses Cirugia urogenital previa
Enfermedad pélvica inflamatoria Enfermedades de transmisién sexual
Cirugia abdominal pélvica Exploracidn genital anormal
Patologia tubarica, uterina u ovarica Enfermedades genéticas

Endometriosis
Enfermedades genéticas
Tabla 1: Factores que aconsejan el estudio precoz de la pareja (Alama and Remohi 2011).

Dentro de este concepto podemos diferenciar entre infertilidad primaria,
refiriéndose a cuando la pareja a pesar de lograr fecundacién o gestacidn de
forma natural, no llega a tener un recién nacido vivo (RNV); y secundaria, cuando
la pareja si que tiene hijos pero por alguna razén no consigue quedarse

embarazada en intentos posteriores (Mascarenhas et al. 2012).

Por otro lado, la fertilidad, podria definirse como la consecucién exitosa
de un embarazo que acaba con un RNV y ser entendida como una enfermedad de
pareja, y su evaluacion o determinacion viene condicionada por la influencia de
las caracteristicas de dos individuos, complicando la busqueda de factores o
tratamiento que determinen y nos permitan mejorar este éxito (Alama and

Remohi 2011).

Aunque histéricamente la infertilidad ha estado relacionada casi
exclusivamente con la mujer, hoy en dia se sabe que el factor masculino es
responsable aproximadamente del 50% de los casos (Nallella et al. 2006) y del
30% de ellos de forma exclusiva (Thonneau et al. 1991). En este sentido, el estudio
del factor masculino ha ido cobrando un creciente interés desde hace ya varias

décadas.
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1. Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA)

Durante los ultimos afos, el nimero de TRA ha ido aumentando
anualmente, estimandose que desde que tuviese lugar el nacimiento del primer
nino concebido mediante una TRA, han nacido mds de 5 millones de nifios gracias
a estos procedimientos (ESHRE 2014:2016). Por ello, la aparicion y el gran
desarrollo de las TRA ha resultado ser un gran avance para el tratamiento de Ila
infertilidad incrementando el éxito de estas parejas con problemas para concebir
(Chemes and Alvarez Sedo 2012), aplicando cada vez tecnologias mas punteras

para hacer que los tratamientos sean mas eficaces.

De entre la variedad de tratamientos de reproduccion asistida que existen
hoy en dia, los principales son: la inseminacién artificial o 1A, la fecundacidn in
vitro o FIV (dentro de la cual podemos encontrar la inyeccidn espermatica

intracitoplasmatica o ICSI) y la donacién de gametos (Alamda and Remohi 2011).

1.1 La Inseminacion Artificial o 1A

La IA es el método mas sencillo dentro de las TRA y es la primera técnica a
utilizar a la hora de enfrentarse a un caso de infertilidad, después del coito

programado (CP), aunque a este ultimo no se le considera una TRA como tal.

Consiste en el depdsito, mediante una fina canula, del semen capacitado
en el tracto reproductor femenino, generalmente en el interior del utero,
acortando de este modo el recorrido que deben completar los espermatozoides
hasta encontrarse con el ovocito (figura 1). Esta técnica se puede realizar tanto
con semen de la pareja (IAH, IA homdloga o IAC, IA conyugal) o con semen de un

donante (IAD, IA donante). Para que esta técnica pueda ser realizada, la mujer
5
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debe presentar permeabilidad de las trompas y ovarios funcionales, y la

recuperacion de espermatozoides tras la capacitacion debe ser dptima.

Inseminacién Artificial

A
: /o ¥
’ -
g
A\l

)

s
TARK

o &

@ Capacitacion
espermatica

@ Inseminacién

Figura 1: Esquema de IA

Este proceso de selecciéon espermatica, denominado capacitacion,
consiste en eliminar el plasma seminal, de modo que se evitan las contracciones
uterinas provocadas por las prostaglandinas presentes en éste, y se seleccionan
aquellos espermatozoides con mejor movilidad. Los métodos de seleccidn
espermadtica mas empleados en las TRAs son los gradientes de Percoll o de
densidad discontinua y el Swim-Up (SU) (figura 2) (Boomsma et al. 2007, ESHRE
Capri Workshop Group 2009).
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Gradiente =
2 METODOS DE o im-
de densidad Swim-up
discontinua Nvirma SELECCION CLASICOS
Espermatozoides maduros,
Gradiente 40% células germinales inmaduras,
e / leucocitos =
S = Espermatozoides méviles
g % « para inseminacién
Gradiente 80% o
° . J(_ Medio de lavado
e / %3 del esperma
Espermatozoides moviles G/ Pellet del lavado g
—»

Figura 2: Métodos de seleccion espermatica clasicos.

La IA puede realizarse en ciclo natural o ciclo estimulado, siendo este

ultimo el mas efectivo (ESHRE Capri Workshop Group 2009).

Los gradientes de Percoll o gradientes de densidad discontinua, se basan
en la seleccion de espermatozoides capaces de vencer la dificultad de diferentes
capas de gradientes de densidad alcanzando el fondo del tubo, y descartando: el
plasma seminal, células redondas, células inmaduras, detritos y espermatozoides
no progresivos. Es decir, en esta técnica los espermatozoides se separan en
funcién de su densidad, ya que los espermatozoides maduros presentan una

ligera mayor densidad que aquellos inmaduros.

El SU, se basa en el principio de que solo los espermatozoides con mejor

movilidad son capaces de subir/nadar hasta el sobrenadante.
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1.2 La Fecundacioén in vitro o FIV

Técnica en la cual se somete a la paciente a una estimulacion ovdrica
suficiente para conseguir que se desarrollen varios foliculos que posteriormente le
son extraidos mediante una puncidn folicular. Una vez fuera del cuerpo se
depositan en una placa petri junto con unas gotas en las que hay espermatozoides
procedentes de una muestra de semen capacitada y se espera a que sean
fecundados, aproximando ain mas que en una IA la distancia entre el ovocito y el
espermatozoide. Se basa en la unidn de los dos gametos en el laboratorio. Una
vez se ha producido la fecundacion, el embridn es transferido al tero de la madre

para conseguir gestacion (figura 3).

Fertilizaciéon In Vitro (FIV)

Estimulacién b
ovérica

-z g
Puncién

= ovdrica B

, ‘ # % Cultivo de ’
e P 7 " embriones \_J

-) Fertilizacién

3 Transferencia de

%= embriones

Figura 3: Esquema de FIV.

1.3. Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

La ICSI consiste en microinyectar con un micromanipulador (figura 4), un
espermatozoide movil y morfolégicamente normal en un ovocito que
previamente ha sido extraido del ovario de la mujer (como en el caso de la FIV)
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(Palermo et al. 1992). Tras la microinyeccion y después de haberse comprobado
que ha habido fecundacién y que las primeras divisiones embrionarias han sido
correctas, se transfiere al Utero de la paciente dentro de los siguientes 3-6 dias

(figura 5) (Garcia-Herrero et al. 2011, Meseguer et al. 2003).

Figura 4 y 5: Micromanipulador e ICSI.

Esta TRA se prescribe en casos, entre otros, de
oligoastenoteratozoospermia, fallo repetido de fecundaciéon tras la in vitro
convencional, en pacientes de cdncer que criopreservan sus muestras de semen
previamente a un tratamiento oncolégico, pacientes con dafios en la médula
Osea, aquellos hombres con problemas de eyaculacién o eyaculacién retrégrada o
pacientes que conservaron muestras de semen antes de realizarse una
vasectomia (Benadiva et al. 1999, Gil-Salom et al. 2000, Lahteenmaki et al. 1995,
Nagy et al. 1995). También puede ser usado en casos de diagndstico genético pre-
implantacional para enfermedades monogénicas (Liebaers et al. 1998) o en
hombres con azoospermia por ausencia bilateral congénita de vasos deferentes o

por obstruccidn inguinal de los conductos eyaculadores (Tournaye et al. 1994).
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Aungue la ICSI se emplea en casos con factor masculino severo, también
existen indicaciones femeninas como anormalidades en la zona pellcida

(Mandelbaum et al. 1997).

En el caso de la ICSI, tanto el recorrido del espermatozoide como el
proceso de penetracion por parte de este de la zona pellcida del ovocito son

inexistentes.

Podemos resumir que cada técnica de las aqui descritas contempla unos
requerimientos distintos por parte del espermatozoide ya que cada técnica
“puentea” diferentes obstaculos que el espermatozoide deberia superar en una
fecundacién conseguida de manera natural, haciendo cada vez mas facil la

fecundacién conforme mas invasiva es la técnica.

1.4. Donacién de gametos

Hay casos en los que los pacientes no pueden hacer uso de sus propios
gametos (azoospermia, enfermedad genética, etc). En estos casos se pueden
realizar cualquiera de las TRA explicadas anteriormente pero con
espermatozoides u ovocitos donados. Estos gametos procederdn de jovenes
sanos, que tras pasar test psicolégico, andlisis de sangre, semen y orina, analisis
genéticos y realizarse una anamnesis completa, donan sus gametos para las

personas que los necesitan (Alama and Remohi 2011).
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2. Resultados de las TRA

Los resultados obtenidos por las TRA todavia estan lejos de la perfeccion o

100% de éxito. Desde la perspectiva del gameto y si tenemos en cuenta las tasas

de RNV (figura 6), aun utilizando semen donado (el mejor gameto disponible) en

ciclos de IA o FIV, podemos ver que no todos los pacientes tienen éxito y ademas

para alcanzarlo se necesitan varios intentos, y dentro de cada intento varios

embriones en el caso de la FIV y la ICSI (figura 7) (Garrido et al. 2011).

IA - semen donante

FIV — Semen donante

One Minus Survival Function

T Survienl Function
10 +- Censoted

One Minus Cum Survival
+
+

T T T T T T
28 H T4 10 125

Cyele number

One Minus Cum Survival

Qne Minus Survival Function

+ Congored

T T T
2 4 [

Cycle numbaer

iSurvival Function

Figura 6: Tasas de RNV acumuladas usando semen donado. En esta figura se representan datos de

mas de 10.000 ciclos de IA y FIV realizados en IVI Valencia, donde las tasas acumuladas de RNV estan

representadas en el eje de las Y, y el nimero de ciclos en el eje de las X. Se observa la probabilidad

acumulada de conseguir un RNV por ciclo, en ciclos en los que se usa semen donado para IA o FIV,

describiendo la necesidad de repetir tratamientos y de cdmo las probabilidades cambian conforme

se suceden los intentos fallidos.
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A) Cumulative probability of live-birth (%)

Survival Function

1 IVF
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60 T
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Embryos transferred needed to reach live-birth

Figura 7: Probabilidad acumulada de conseguir un RNV en ciclos de FIV en

funcién del nimero de embriones transferidos necesarios para conseguirlo.

El objetivo final de las TRA consiste en unir un ovocito y un

espermatozoide de forma que originen un embridn que dé lugar a un RNV sano.

Pero, écomo puede la evaluacién de los gametos (ovocitos o
espermatozoides) o la calidad de los embriones ser de utilidad para los pacientes?
Es sabido que identificar el embrién éptimo, aumenta las probabilidades de
conseguir una gestacién y por ende un RNV y ademas que la gestacién se consiga
pronto. Sin embargo, desde la aparicidn de la vitrificacion de ovocitos, el interés
por la eleccidn del embrién éptimo ha disminuido (metaféricamente hablando) ya
gue tarde o temprano se conseguira la gestacion, porque la paciente se transferira
todos y cada uno de los embriones que ha generado hasta que consiga un RNV.
De la misma manera, si identificamos los mejores ovocitos podemos mejorar las
probabilidades de éxito reproductivo, pero en Espafia no se permite la seleccién
de ovocitos, sino que se fecundaran todos aquellos ovocitos maduros disponibles

después de la puncion de la paciente/donante. Sin embargo, la seleccién del
12
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mejor espermatozoide o el eyaculado 6ptimo, que si estd admitida, nos permitiria

influenciar la calidad del embrién y a su vez mejorar los resultados de las TRA.

El espermatozoide es una célula ideal para que a partir de él se disefien
estrategias que nos permitan mejorar los resultados de las TRA, ya que presentan
la ventaja de que casi siempre estan en exceso a diferencia de los ovocitos, es
decir, no son el factor limitante y por tanto, elegir bien puede mejorar los
resultados por cada paciente/tratamiento realizado, no como con ovocitos y
embriones sucede. Ademas, cada uno de ellos presenta una genética Unica, dando
lugar a una gran variedad de fenotipos diferentes (Wang et al. 2012). Por tanto en
el eyaculado podemos encontrar gran cantidad de espermatozoides diferentes,
unos buenos y otros malos, pero puesto que solo se necesitan unos pocos la clave

esta en elegir con criterio.

3. Infertilidad masculina

Puesto que el factor masculino es responsable de aproximadamente la
mitad de los casos de infertilidad, el estudio del varén supone una parte esencial
en el andlisis de la pareja infértil. El desarrollo de la ICSI, hizo que el factor
masculino quedara relegado a segundo plano (Lewis 2007), ya que bastaba con
disponer de un solo espermatozoide por ovocito obtenido tras la puncion para
poder realizar dicha técnica y obtener fecundacién, gestacion y RNV. Pero, con el
paso del tiempo, tras las ventajas que ofrece estudiar el espermatozoide
(anteriormente comentadas) y la no consecucion hasta la fecha del 100% de éxito

en las TRA, ha hecho que el estudio del factor masculino recupere protagonismo.
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La infertilidad masculina puede deberse a diferentes factores tanto
congénitos como adquiridos presentados en distintas localizaciones: fallos
durante la espermiogénesis (Toshimori et al. 2004), cambios congénitos o
adquiridos a nivel de hipotdlamo e hipdfisis (pre-gonadales), en el tracto
urogenital (gonadales) y post-gonadales, infecciones y distintos factores
endocrinos, genéticos e inmunoldgicos (tabla 2) (Khorram et al. 2001). Se calcula
qgue alrededor del 30% son patologias de origen genético, 50% no genético y un

20% de la infertilidad masculina es de origen idiopatico.
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Causas de infertilidad masculina

Alteraciones a nivel
Hipotalamo-hipofisarias
o pre-gonadales

eCongénitas
Deficiencias congénitas de
GnRH

Hemocromatosis

Desérdenes genéticos
multiorgédnicos

eAdquiridas
Tumores de la glandula
pituitaria y el hipotalamo
Desodrdenes infiltrativos
Problemas vasculares
Alteraciones hormonales
Drogas

eSistémicas
Enfermedades cronicas
Deficiencias nutricionales
Obesidad

Alteraciones gonadales
primarias o
desdordenes gonadales

eCongénitas
Criptorquidia
Distrofia miotonica
Anorquia congénita
Varicocele
Sindromes de insensibilidad
androgénica
Deficiencias de la 5-a-
reductasa (tipo 2)

Sindrome de Klinefelter
(XXY) y sus varias (XXY/XY,
XXXY)

Microdelecciones del
cromosoma Y

eAdquiridas
Orquitis
Orquitis granulomatosas
Orquitis epididimarias
Drogas
Radiaciones ionizantes
Toxinas ambientales
Hipertermia
Inmunolégicas, incluida la
enfermedad autoinmune
poli-glandular
Traumatismos
Torsiones
Castracion
Enfermedades sistémicas

Alteraciones en
el transportede
los
espermatozoides
o desérdenes
post-gonadales

eDisfunciones del
epididimo
Drogas
Infecciones

eAnormalidades
de los vasos
deferentes
Ausencia congénita
de los conductos
deferentes
Sindrome de Young
Infecciones
Vasectomias

eDisfuncion
eyaculatoria
Enfermedades de la
médula espinal
Disfuncion de la
autonomia
Eyaculacion precoz

Infertilidad de
origen
desconocido o
idiopatica

eSistémicos

Tabla 2: Causas de infertilidad masculina.
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El estudio de la infertilidad masculina debe incluir, de acuerdo con la
OMS, una historia médica completa, un examen fisico y dos andlisis seminales o

espermiogramas (OMS 2010).

3.1 Andlisis basico del semen o espermiograma

Hasta la fecha, la Unica herramienta aceptada por la OMS para evaluar el
potencial fértil del vardon es el analisis basico del semen o espermiograma. Sin
embargo, su valor predictivo para pronosticar las posibilidades de un hombre o

una muestra de conseguir un RNV son relativamente bajas.

El espermiograma debe realizarse conforme al manual de la OMS en su
ultima version del 2010 (OMS 2010). El andlisis incluye la valoracidn macroscopica
y microscépica de la muestra. Dentro de la evaluacién macroscopica se
determina: el volumen, la viscosidad, el pH, el aspecto y el olor; y la evaluacién
microscopica consiste en la valoracién de la concentracidn, movilidad, morfologia,
vitalidad, asi como de la determinacién de células redondas, leucocitos y
anticuerpos anti-espermatozoides. Las caracteristicas de estos parametros han
ido variando con el tiempo. Actualmente se siguen las directrices establecidas en
el “Quinto manual de laboratorio para el examen y procesado del semen de la
OMS 2010”. En la tabla 3 se muestran los valores de referencia establecidos en

este manual.
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Parametros seminales Limite de referencia mas bajo

Volumen seminal (mL) 1,5(1,4-1,7)
Numero total de espermatozoides (106 por eyaculado) 39 (33-46)
Concentracion espermatica (106 por mL) 15 (12- 16)
Movilidad total (PR + NP, %) 40 (38 - 42)
Movilidad progresiva (PR, %) 32(31-34)
Vitalidad (espermatozoides vivos, %) 58 (55-63)
Morfologia espermatica (formas normales, %) 4(3,0-4,0)

Tabla 3: Valores limite de referencia inferior de los principales parametros de calidad espermatica.
PR: Espermatozoides con movilidad progresiva; NP: Espermatozoides con movilidad no progresiva.

(OMS 2010).

El espermiograma es una técnica relativamente sencilla, rdpida,
informativa y econdmica que puede venir acompanada por un examen fisico, un
analisis hormonal y un analisis genético, si su resultado o la anamnesis del
paciente asi lo requieren. Sin embargo, esta técnica presenta ciertas limitaciones,
ya que se basa en aspectos evidentes o visuales (células), dejando a un lado
aspectos moleculares (anomalias ocultas para el ojo humano) (Altmae and

Salumets 2011, Lewis 2007).

Una de sus limitaciones es la interpretacion de los resultados, ya que
existe una zona de incertidumbre en la cual un paciente con resultado de analisis
del semen que esté dentro de los parametros normales, no indica necesariamente
gue sea fértil y que su muestra conlleve a la consecucidon de un embarazo; igual
gue un paciente con fertilidad probada puede presentar un resultado anormal del
espermiograma (figura 8). Varios estudios sostienen este hecho (Nallella et al.
2006, Schulte et al. 2010). Ademas, los resultados del espermiograma son muy
variables en cortos periodos de tiempo e incluso con diferentes parejas (Rivera et

al. 2012).
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Anormal

Infértil Fértil

Figura 8: Resultados del espermiograma.

Otra limitacion se hace patente cuando echamos un vistazo a la
bibliografia, donde el valor minimo de espermatozoides (expresado en millones
de espermatozoides con movilidad progresiva) necesarios para realizar cada TRA
varia para cada técnica y entre diferentes clinicas. Todo esto se refleja también en
las sucesivas modificaciones que ha sufrido el manual de la OMS en cuanto a los
rangos de referencia de los pardmetros que establece desde 1980 hasta hoy (2010

ultima actualizacion).

Por tanto la utilidad del espermiograma se limita a: 1) estimar el potencial
reproductivo a grandes rasgos, 2) identificar riesgos genéticos (como aneuploidias
en el cariotipo, Fibrosis Quistica (FQ), etc.), 3) identificar posibles infecciones o
anticuerpos antiespermatozoides, 4) identificar obstrucciones en el tracto

reproductor masculino, y 5) elegir la TRA mas conveniente desde la perspectiva
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coste/beneficio. Sin embargo no estd indicado para: 1) predecir el éxito
reproductivo y 2) permitirnos elegir el mejor espermatozoide o eyaculado con el
fin de incrementar las oportunidades reproductivas. Por tanto, estos hechos
apuntan claramente hacia la necesidad de descubrir y definir, de forma precisa y
consistente, marcadores de fertilidad en espermatozoides para predecir el éxito

reproductivo (Sanchez et al. 2013).

4. Biomarcadores moleculares de fertilidad en espermatozoides

En los ultimos anos, las lineas de investigacion en el area de la andrologia
estan centradas mayoritariamente en la busqueda de nuevas herramientas o test
complementarios al espermiograma, que mejoren su poder diagndstico junto con
nuevos métodos de seleccién espermdtica que aumenten las tasas de embarazo
en las TRA. En concreto se ha centrado en la busqueda de nuevos marcadores de
infertilidad (Garrido et al. 2008, Rivera et al. 2012) permitiendo un gran progreso
en el conocimiento acerca de los mecanismos bioquimicos y moleculares que

regulan la produccion de espermatozoides.

La fertilidad espermdtica puede ser representada como un continuo
donde la parte superior representa el 100% de fertilidad y la parte inferior el
100% de infertilidad (figura 9). Para conseguir el 100% de fertilidad o de éxito
reproductivo, necesitamos de muchos factores diferentes que contribuyen a ello
en mayor o menor medida, pero exactamente no sabemos cuanto. Esto es lo que
estaria representado en la figura 9, con las diferentes bandas y las diferentes
anchuras de banda de tamafio desconocido (en funcién del % de contribucién en

el éxito reproductivo). Todas estas bandas (o factores) se corresponderian con las
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anomalias evidentes (nivel visual o celular, aquellas que pueden ser evaluadas
mediante el espermiograma: recuento, movilidad, morfologia) u ocultas (nivel
molecular, aquellas que el espermiograma no alcanza a valorar) cuyo ancho de

banda podria ser estudiado.

100% Espermatozoide fértil

Factores moleculares
indeterminados

ANOMALIAS
OCULTAS

(nivel molecular) Factores moleculares ya

descritos asociados a la
condicion de fertilidad o
infertilidad

Integridad del ADN

Contenido cromosomal
espermatico

ANOMALIAS Morfologia espermatica
EVIDENTES = .
(nivel visual) Movilidad espermatica

Recuento espermatico

100% Espermatozoide infértil

Figura 9: Fertilidad espermatica.

Con todo ello sabemos que, el mejor espermatozoide debe tener la
habilidad de nadar y penetrar en el moco cervical para encontrar y reconocer el
ovocito, principalmente por reconocimiento de las glicoproteinas de la zona

peltcida, e iniciar los eventos que resultan en un embriéon (Anton and Krawetz
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2012, Garrido et al. 2008). En todos estos procesos participan varias moléculas las

cuales pueden ser usadas como biomarcadores de la funcién espermatica.

Hasta la fecha, varios factores espermadticos parecen estar relacionados
con la fertilidad masculina (Esbert et al. 2011, Meseguer et al. 2011), pero
ninguno de ellos se ha podido definir como responsable Unico de dicha situacién,
confirmando que la infertilidad masculina puede ser provocada por la
combinacion de diferentes factores. Por tanto, es necesario realizar estudios para
determinar los factores moleculares clave en la funcién espermatica,
estandarizando el factor femenino para determinar la relacién entre el factor

estudiado y la habilidad del espermatozoide para conseguir o no embarazo.

5. Nuevos métodos de diagndstico y seleccidn en el semen

En los ultimos afios, se han llevado a cabo diversos estudios para
identificar y comprender los mecanismos moleculares que intervienen en la
infertilidad masculina. Fruto de ello, un gran numero de biomarcadores
espermaticos y test han sido descritos como utiles para la valoracién de la funcién
espermatica (Anton and Krawetz 2012, Said and Land 2011). Entre ellos, los
relacionados con la integridad del ADN (acido desoxirribonucleico), estrés
oxidativo y expresion de perfiles de ARN (acido ribonucleico), son los mas

estudiados.

Actualmente, las técnicas de seleccién de espermatozoides utilizadas
como el SU o los gradientes de densidad, dependen de la movilidad y morfologia

de los espermatozoides, no siendo suficientemente eficientes para conseguir

21



Introduccion

poblaciones de espermatozoides libres de dafio u oxidaciéon de ADN, con
morfologia normal y fisioldgicamente competentes. Ademads, empleando las TRA,
la seleccion natural del tracto reproductor femenino se obvia, especialmente en
los tratamientos en los que se realiza la ICSI, donde el éxito reproductivo es

practicamente independiente de la funcion espermatica.

Todos estos hechos, permiten concluir que es necesario el desarrollo de
nuevas herramientas de diagndstico basadas en la bateria de biomarcadores
definidos. Dichos biomarcadores nos permitirdn valorar el potencial de fertilidad
masculina, mejorar el diagnéstico, definir las deficiencias moleculares y si es
posible, usarlos para separar espermatozoides normales y anormales capaces de
fecundar el ovocito y resultar en un embrién y un embarazo a término (Said and

Land 2011).

Las ciencias “OMICAS”, desarrolladas basandose en los hallazgos
conseguidos por el Proyecto Genoma Humano, han revolucionado el método
clasico de analisis, permitiendo la evaluacidon masiva de cientos y miles de genes,
proteinas o metabolitos en un mismo experimento, proporcionando una nueva
dimensidn de estudio en cualquier disciplina y permitiendo investigaciones para

obtener una vision global de procesos biolégicos y moleculares (Egea et al. 2014).

5.1. Técnicas de diagndstico espermatico

5.1.1. Fragmentacidon del ADN espermatico (SDF)

Cualquier tipo de anormalidad de la cromatina o dafio en el ADN, puede

afectar disminuyendo el potencial fértil del varén (Meseguer et al. 2011). Por
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tanto, la evaluacién de la integridad del ADN espermatico se ha convertido en los
ultimos afios en un nuevo e importante biomarcador de la calidad del semen que
puede tener el potencial para discriminar entre varones fértiles e infértiles y
puede por tanto ser usado como técnica complementaria al espermiograma

(Meseguer et al. 2011).

La SDF es originada por diferentes causas incluyendo apoptosis abortiva
(Singh et al. 2003), estrés oxidativo, exposicion a sustancias quimicas (lrvine et al.
2000, Smith et al. 2006) que da lugar a reacciones redox y defectos en la
espermiogénesis (Carrell et al. 2007), entre otros. Todas estas causas han abierto

debate sobre la utilidad de esta técnica de diagndstico.

Los test actualmente disponibles para medir el dafio del ADN, entre otros,
incluyen el ensayo Cometa (Comet assay), el analisis de la estructura de la
cromatina del espermatozoide (Sperm Chromatin Structure asssay, SCSA), el test
de dispersidon de la cromatina espermdtica (Sperm Chromatin Dispersion test,
SCD), la técnica TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling assay) y la
deteccion de dafios de ADN mediante la técnica de hibridacidn in situ fluorescente

(DBD-FISH) (Lewis January 2012).

Desafortunadamente, muchas de las técnicas empleadas para detectar
dafio en el ADN nos proporcionan informacidon incompleta sobre el origen y las
caracteristicas del dafio detectado, y ninguna nos provee del conocimiento de su
etiologia y patogénesis, por tanto su uso de manera complementaria al
espermiograma permanece sujeto a controversia (Simon et al. 2010). De hecho, la

ASRM (Practice Committee of American Society for Reproductive Medicine 2008)
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concluyd que el valor clinico de esta técnica no estaba definido, y no contenia
evidencia lo suficientemente fuerte para proporcionar una indicacion clinica para

su uso rutinario en el tratamiento de la infertilidad masculina.

5.1.2. Estrés oxidativo

El metabolismo normal de los espermatozoides genera especies reactivas
de oxigeno (EROs), y éstas, cuando se encuentran en un rango adecuado, juegan
un papel importante durante la capacitacion espermatica y otras funciones
celulares clave (Tartibian and Maleki 2012). Sin embargo, cuando sus niveles son
altos, pueden superar la actividad antioxidante (Santiso et al. 2010) e inducir
fragmentacion de ADN espermatico, desregular la reaccién acrosémica e impedir
el reconocimiento y fusion entre el espermatozoide y el ovocito (especialmente
0%, H,0, y NO) e incluso inducir la apoptosis. Esto esta causado por una extrema
sensibilidad de los espermatozoides humanos al dafio inducido por EROs debido a
la especial composicion de su membrana plasmatica, la cual contiene elevado

numero de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) (Thomson et al. 2011).

Sin embargo, las células espermaticas tienen defensas contra los niveles
excesivos de EROs que incluyen a la superdxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPxs) y glutation reductasa (GR), entre otros, confirmando que tanto
los marcadores de estrés oxidativo como los antioxidantes pueden jugar un papel
importante en la etiologia del potencial fértil del varén (Tartibian and Maleki

2012).
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Existe un interés especifico en el efecto de las EROs sobre el ADN,
incluyendo la formacion de 8-hydroxydeoxyguanosina (8-OHdG), uno de los
mayores productos oxidativos del ADN y por tanto un biomarcador util del dafo
de ADN espermatico susceptible de ser analizado simultdneamente junto a la
fragmentacién de ADN mediante el kit OxyDNA Assay Kit (Cabiochem, Barcelona,
Spain) (Thomson et al. 2011).

En resumen, las medidas relacionadas con el estrés oxidativo no han sido
todavia introducidas en el analisis rutinario del semen. Esto se debe
principalmente a la falta de datos clinicos y consenso respecto al empleo de la

informacidn recopilada (Garrido et al. 2008).

5.1.3. Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH)

El uso de espermatozoides de hombres con infertilidad severa en la
técnica ICSI, preocupa por el posible aumento de incidencias de las aneuploidias
cromosomales en los espermatozoides de estos pacientes en comparacion con los
pacientes fértiles (Bonduelle et al. 2002, Harton and Tempest 2012), ya que estos
desérdenes cromosomales son la principal causa de pérdida gestacional y

desarrollo de discapacidades en humanos (Hassold and Hunt 2001).

El andlisis del contenido cromosomal espermatico usando FISH antes de
las TRA, nos permite evaluar la presencia de anormalidades cromosémicas en
muestras de semen en fresco, epididimo o testiculos, y asi determinar el riesgo de
transmisién de las anormalidades cromosdmicas de origen paterno a la

descendencia o incluso recomendar llevar a cabo biopsia embrionaria y analisis
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cromosdémico como parte del proceso de seleccién embrionaria (Bonduelle et al.

2002, Egozcue et al. 1997, Harton and Tempest 2012, Rodrigo et al. 2010).

Hasta la fecha, varios estudios (Harton and Tempest 2012, Nicopoullos et
al. 2008, Rodrigo et al. 2010) han mostrado similares tasas de fecundacion en
pacientes con resultados de FISH normales o anormales, menor tasa de embarazo
e implantacion con resultados de FISH anormales, y mayores tasas de aborto con
pacientes con FISH anormal. Por tanto, los resultados del FISH nos permiten
ofrecer un consejo genético mas personalizado basado en el tipo de anormalidad
observada y aconsejar acerca la oportunidad de la realizacion de diagndstico
prenatal, anmiocentesis, diagndstico genético preimplantacional o incluso

recomendar el uso de espermatozoides donados (Rodrigo et al. 2010).

5.1.4. Perfil ARN espermatico: Transcriptomica

Como se ha comentado antes, las ciencias “-6émicas” nos permiten
mejorar el conocimiento en un campo consiguiendo una amplia vision de un
sistema bioldgico complejo y obteniendo gran cantidad de informacién con

relativamente poco coste y esfuerzo (Egea et al. 2014).

La transcriptémica es la ciencia que estudia el conjunto de ARNSs
mensajeros (ARNm) expresados en la célula sometida a determinadas condiciones
durante un tiempo concreto. Sus técnicas han sido aplicadas a la evaluacion de la
expresion genética de las células espermaticas con el fin de un entendimiento mas

detallado de las bases moleculares de la fertilidad masculina estudiando los
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perfiles de expresidn génica relacionados con la espermatogénesis entre hombres

fértiles e infértiles (Egea et al. 2014, Garrido et al. 2009).

Es sabido que el ARNm es necesario desde la primera division embrionaria
hasta la activacion del genoma embrionario, y en consecuencia puede afectar los
rasgos fenotipicos de los embriones y la descendencia (Garcia-Herrero et al.
2010a). Varias técnicas pueden ser usadas para examinar el perfil de ARN de
espermatozoides (RNAseq y gPCR (reaccion en cadena de la polimerasa)), pero
hasta la fecha, los Unicos estudios realizados en espermatozoides, utilizan la
tecnologia de microarrays que permite establecer todas las secuencias expresadas
en este tipo de células (figura 10) (Garcia-Herrero et al. 2010b, Garcia-Herrero et

al. 2011, Garrido et al. 2009).

Mediante el uso de esta tecnologia (figura 10), se ha demostrado que
existen diferencias entre los perfiles de expresién génica o perfiles
transciptémicos, de donantes fértiles y pacientes infértiles (Garcia-Herrero et al.
2010a), asi como entre los pacientes que consiguen embarazo y aquellos que no
lo consiguen tras la aplicacién de diferentes TRA (Garcia-Herrero et al. 20103,
Garcia-Herrero et al. 2010b, Schena et al. 1995). Ademds se ha visto que el
requerimiento molecular del espermatozoide es menor, cuanto mds invasiva es la

técnica (Garcia-Herrero et al. 2010b, Garcia-Herrero et al. 2011).
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Figura 10: Microarrays.

La transcriptémica podria ser aplicada en la clinica complementando al
analisis basico del semen (Rivera et al. 2012) como herramienta diagndstica en la
evaluacién de la infertilidad masculina mediante el analisis de expresion de ARNm
espermatico, ayudando ademas a la eleccidn del tratamiento reproductivo mas

adecuado. Aun asi son necesarios mas estudios.

5.1.5. Perfil metabdlico espermatico: Lipidomica

La metaboldmica es el estudio del conjunto de metabolitos en células y
fluidos, usando varias formas de aproximaciones espectrales y analiticas con el fin
de determinar metabolitos asociados a estados fisiolégicos o patolégicos (Rivera

et al. 2012).
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En el caso de los espermatozoides, la informacién disponible hasta la
fecha es bastante limitada. Solo unos pocos articulos han estudiado el
metaboloma, ya que la metabolémica es un campo de analisis muy reciente y

novedoso.

Los estudios que existen hasta la fecha estdan mds centrados en
metabolitos resultado del estrés oxidativo (Deepinder et al. 2007) o del fluido
seminal (Gupta et al. 2011), pero no en los lipidos, ya que aunque tuvieron su
auge hace un par de décadas donde se estudiaba su implicacion en la fisiologia
reproductiva (Nissen and Kreysel 1983a), la bibliografia disponible hace patente
gue estas investigaciones se fueron abandonando por desconocimientos de sus
rutas metabdlicas y sus funciones. En la actualidad y gracias a las técnicas
“dmicas”, se les ha podido devolver el protagonismo a estas moléculas que

participan en multiples procesos bioquimicos y estructurales.

5.1.5.1: Clasificacion

La clasificacion clasica de los lipidos diferencia dos grandes grupos en base
a su polaridad. Por un lado los lipidos polares, principalmente fosfolipidos, como
importantes componentes de las membranas celulares y cuya funcion es
eminentemente estructural; y por otro, los lipidos neutros o apolares, con funciéon

fundamentalmente energética, entre los que destacan los triacilglicéridos.

Dentro de estos dos grandes grupos se definen 5 categorias: acidos
grasos, glicerolipidos, esfingolipidos, glicerofosfolipidos y lipidos esteroles (tabla

4) (Fahy et al. 2009).
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5.1.5.2. Funciones

La formacion de membranas celulares, el almacenamiento y produccién
de energia, y la sintesis de eicosanoides y hormonas esteroideas, son algunas de
las funciones tradicionalmente atribuidas a los lipidos. No obstante en los ultimos
afios, se ha descubierto el papel fundamental que estas moléculas desempefian
en otros muchos procesos fisiolégicos como reguladores de la expresidn génica y
mediadores en los procesos de inflamacion, reproduccién y neuroproteccién

(Dunbar et al. 2014, Funk 2001, Wathes et al. 2007).

Ademds de su papel bdsico como componentes estructurales, los
fosfolipidos de la membrana celular forman parte del conjunto de PUFAs de la
célula. A partir de ellos, mediante la accidn de enzimas especificas, estos acidos
grasos seran liberados para entrar a formar parte de diversos procesos
fisioldgicos, ya sea de manera directa o a través de la formacion de derivados.
Concretamente las prostaglandinas desempefian un papel relevante en varios
procesos reproductivos femeninos y estan implicados en el desarrollo testicular,
tanto durante la embriogénesis como en el adulto, la espermatogénesis y la
maduracién espermatica (Rossitto et al. 2015). Los PUFA de cadena larga
(LCPUFAs) afectan a la produccion de prostaglandinas actuando como sustratos
de las ciclooxigenasas una vez que éstos han sido liberados de la membrana
celular por la accidn de la fosfolipasa A2, enzima encargada de liberar los acidos

grasos en posicion sn-2 de los glicerofosfolipidos.

Se muestra aqui un resumen de la bibliografia que existe en relacion a la
importancia de los lipidos, especialmente de los PUFAs, en la fisiologia del sistema

reproductivo. Dicha influencia queda demostrada en practicamente todos los
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niveles del proceso de reproduccién, desde el desarrollo embrionario del tejido
testicular, pasando por la espermatogénesis y la fecundacién, hasta la formacién
de la placenta. Y mas alla aun, la relevancia de los PUFAs en la reproduccion,

gueda también patente a lo largo de la formacién del sistema nervioso fetal.

Un estudio realizado en ratas gestantes en el que se analizd la
composicion lipidica del tejido cerebral, musculo, higado y tejido adiposo,
demostré como el estradiol induce una movilizacion del DHA (acido
docosahexaenoico) desde los tejidos maternos, favoreciendo una mayor
biodisponiblidad de este acido graso, justo en los momentos en los que la
demanda fetal es mas importante y supera la capacidad materna para la sintesis

de novo (Fabelo et al. 2012).

5.1.5.3. La Lipidémica aplicada a la andrologia

Podemos decir que, entre los factores moleculares implicados en la
funcién espermatica, los lipidos de la membrana del espermatozoide son de
especial interés, dado que su participacion en diferentes eventos conduce al éxito
en la fecundacién (Flesch and Gadella 2000), en la capacitacién y en la interaccion
espermatozoide-ovocito (Flesch and Gadella 2000, Kawano et al. 2011), y mejoran
su habilidad para sobrevivir tras el proceso de congelaciéon/descongelacién. De
hecho, cambios en la composicion lipidica de la membrana plasmatica han sido
relacionados con la disminucién de la calidad del espermatozoide durante la
criopreservacion (Beirao et al. 2012, Kaeoket et al. 2010, Maldjian et al. 2005).
Ademas, su particular composicion lipidica, contiene niveles muy elevados de

fosfolipidos, esteroles, glicolipidos y acidos grasos saturados y poliinsaturados que
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aumentan su sensibilidad al ataque oxidativo y han sido correlacionados
positivamente con la calidad espermatica. Probablemente sea porque estos
acidos grasos proveen a la membrana plasmatica de una alta fluidez (Niu and
Wang 2009). Esto es aparentemente contradictorio, ya que recientes
investigaciones soportan la hipdtesis de que los PUFAs, inicialmente muy
susceptibles a la peroxidacién lipidica, también presentan propiedades
antioxidantes (principalmente los de la serie n-3) y por lo tanto son menos

propensos a la peroxidacion lipidica (Garcia et al. 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, en las décadas de los 80 y los 90
varios estudios pretendian encontrar la conexién entre la composicidn lipidica de

la membrana espermadtica y la viabilidad y funcionalidad de los espermatozoides.

Nissen y cols. (Nissen and Kreysel 1983b), dieron a conocer la relacién
significativa entre el contenido del DHA y el recuento y numero de
espermatozoides con movilidad normal. A pesar de que los lipidos estan
involucrados en los procesos de sintesis y maduracién de los espermatozoides, la
movilidad, es el pardmetro relacionado con los lipidos mds estudiado hasta la

fecha.

Varios trabajos (Force et al. 2001, Lenzi et al. 1996, Zhou et al. 2010), han
puesto de manifiesto el importante papel de los lipidos de la membrana
plasmatica del espermatozoide en la calidad seminal. Dado la susceptibilidad de
los PUFAs al ataque oxidativo, alteraciones funcionales no visibles en los
espermatozoides, podrian estar relacionadas directa o indirectamente con dafios

oxidativos, disminuyendo de esta forma el potencial fértil del vardn. Por tanto, la
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peroxidacidn lipidica, podria ser uno de los factores bioquimicos responsables del
bajo contenido de DHA en los espermatozoides con movilidad reducida (Nissen

and Kreysel 1983b).

Cémo ya sabemos, la fisiologia y las caracteristicas moleculares de los
espermatozoides van variando a lo largo de su maduracién en el epididimo y su
paso por todo el tracto reproductor masculino hasta llegar al eyaculado (Cooper
1986). Estos cambios moleculares que tienen lugar en el epididimo, en concreto
los que se dan en la composicidn lipidica aumentando la fluidez de la membrana

tales como el aumento del contenido en fosfatidilcolina y disminucién de la

relacién colesterol/fosfolipidos, estan relacionados con la inducciéon de la
movilidad progresiva espermatica (Haidl and Opper 1997, Rejraji et al. 2006). Un
aumento de los niveles de colesterol en espermatozoides humanos con baja
movilidad, se relaciona con un aumento de la rigidez de la membrana,
provocando alteraciones bioquimicas y funcionales durante el proceso de

capacitacion (Buffone et al. 2009).

Por el contrario, los PUFAs, que son los acidos grasos mas abundantes en
la membrana espermatica, favorecen la movilidad del espermatozoide ya que
dotan de fluidez a la membrana del mismo. Pero a su vez, convierten al
espermatozoide en una diana facil para las EROs comprometiendo la integridad y

viabilidad celular del espermatozoide (Wathes et al. 2007).

Como hemos visto anteriormente, en los Ultimos afios, el estrés oxidativo
como causa de dafio espermatico ha despertado interés por poder ser una de las

causas mas comunes de infertilidad masculina. Muchos de los estudios se centran
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en conocer los mecanismos desencadenantes de la producciéon de EROs (Santiso
et al. 2010, Tartibian and Maleki 2012, Thomson et al. 2011), pero parece que son
los propios espermatozoides defectuosos la principal fuente de lipoperoxidacion,
provocando el inicio de la cascada de dafio oxidativo que afecta a la calidad del
semen (Wathes et al. 2007). Por lo tanto, el analisis de la composicién lipidica de
los espermatozoides y su grado de peroxidacidn lipidica se podrian utilizar como

herramienta diagndstica para complementar al espermiograma.

Pocos estudios han identificado hasta la fecha el perfil lipidico
espermatico, limitandose a describir compuestos metabdlicos en general con solo
unos pocos lipidos incluidos (Bernabo et al. 2015, Gupta et al. 2011, Khoshvaght
et al. 2016, Oresti et al. 2015, Paiva et al. 2015, Schroter et al. 2016, van Gestel et
al. 2016). Por ejemplo, Gupta y cols. (Gupta et al. 2011) detectaron 10
metabolitos relacionados con la fertilidad masculina donde se incluia la
glicerofosfocolina, mientras que Deepinder y cols. (Deepinder et al. 2007)
identifico  diferencias en los niveles de glicerilfosforilcolina vy
glicerilfosforiletanolamina entre donantes vy pacientes infértiles. Mads
recientemente, Paiva y cols. (Paiva et al. 2015) identificaron algunos lipidos en
muestras de semen (2-metilglutarato, 2-hidroxi-3-metilvalerato, butirato, caprato,
O-acetilcarnitina, L-acetilcarnitina, y sn-glicero-3-fosfocolina), entre miles de

metabolitos.

Ademas de poder diagnosticar una muestra de semen mediante el analisis
de los lipidos y clasificarla segin los parametros de la OMS, podemos darle otro
enfoque creando perfiles lipidicos que se relacionen con el éxito reproductivo.

Estos perfiles lipidicos consistirian en la descripcién de todos los lipidos que se
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encuentran en los espermatozoides de una muestra que consigue embarazo y
aquellos que se encuentran en espermatozoides de una muestra que no consigue
embarazo. De esta forma podremos seleccionar la muestra en funcion de si dara
lugar a embarazo o no, en vez de clasificarla en funcién de su movilidad,
concentracién, morfologia o estado de oxidacidn. Este razonamiento es el que dio

lugar a la elaboracién de esta tesis.

5.1.6. Proteémica

La protedmica nos permite conocer el conjunto de proteinas que una
célula, tejido u organismo estad expresando en un momento determinado o bajo
unas condiciones particulares. Dado que las interacciones entre proteinas son las
responsables de la funcién celular, el enfoque protedmico es mds adecuado en
este caso que el gendmico. La identificacién y cuantificacién de las proteinas que
constituyen una célula o tejido nos ayudan a entender los procesos que se llevan a

cabo en ellos.

5.1.6.1. Protedmica aplicada a la andrologia

Como se ha comentado anteriormente, la protedmica permite la
comparacion de perfiles proteicos entre dos condiciones bioldgicas diferentes. La
ventaja de usar células espermaticas en protedmica esta unida a la accesibilidad y
facilidad de purificaciéon de estas células, ademas de que el nimero necesario
para realizar el analisis no es un factor limitante, por ello son células

particularmente adecuadas para el analisis proteémico (Oliva et al. 2009).
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El gran progreso y desarrollo de las técnicas protedmicas durante los
ultimos afios, principalmente en espectrometria de masas, ha supuesto un
aumento en esfuerzos dedicados al estudio de proteinas espermaticas y, mas
especificamente, al perfil proteico de espermatozoides fértiles (du Plessis et al.
2011). Los espermatozoides, siendo células traduccional y transcripcionalmente
silenciosas (Brewis and Gadella 2010), necesitan de la aproximacion proteémica
para estudiar su funcién. Un gran nimero de proteinas han sido identificadas, la
cuales pueden jugar un papel importante en fertilidad masculina. Con esta
informacién se podia generar un catdlogo de proteinas espermaticas para
clarificar la importancia de su funcién, asi como ayudar en la deteccidon de
espermatozoides no competentes fisioldgicamente (du Plessis et al. 2011). En
proteinas espermaticas nucleares (de Mateo et al. 2011), la funcién de la
cromatina paterna en el ovocito es importante, asi como es importante para el

marcado epigenético, la correcta fecundacién y el desarrollo embrionario.

La comparacion entre perfiles proteicos de varones fértiles e infértiles ha
sido el primer paso para identificar proteinas seminales exclusivas que estan
relacionadas con la infertilidad masculina usando herramientas proteicas como
técnicas de separacion de proteinas en una o dos dimensiones (1D-SDS-PAGE O
2D-SDS-PAGE), electroforesis diferenciales de dos dimensiones (2D-DIGE), asi
como la cromatografia liquida de alta presidon (HPLC), espectrometria de masas
(MS), cromatografia de fase liquida reversa acoplada a tdandem MS (RS-LC-
MS/MS), arrays de proteinas, técnicas de ionizacidn asistida por laser acoplada a
MS (MALDI-TOF) (Egea et al. 2014) (figura 11) y el SWATH-MS espectrometria de
masas de adquisicién independiente de datos, que es una técnica muy reciente

(figura 12) (Perez-Patino et al. 2016, Vaswani et al. 2015).
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Figura 11: Diferentes estrategias para el estudio del proteoma espermatico (Amaral et al.

2014).
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Figura 12: SWATH-MS.

Estas técnicas son capaces de dividir proteinas complejas o pooles de
péptidos extraidos de células, medios celulares o fluidos humanos en base a
caracteristicas Unicas, principalmente: carga, tamafo, hidrofobicidad y presencia
de dianas especificas o aminoacidos (du Plessis et al. 2011, Stendardi et al. 2011,

Thacker et al. 2011).

Con estas técnicas, algunas funciones desarrolladas por las proteinas
espermaticas en diferentes procesos pueden también ser elucidadas, y asi
identificar modificaciones post-traduccionales capaces de afectar a proteinas y
consecuentemente a la funcidn espermatica. Por tanto, avances en protedmica

pueden ayudar a determinar todas las moléculas potencialmente involucradas en

40



Introduccion

la funcién espermatica, asi como identificar causas de infertilidad desconocidas

(de Mateo et al. 2007).

En 2009, Baker y cols. (Baker and Aitken 2009) utilizaron los datos
obtenidos del proteoma de la levadura para predecir que el nimero de proteinas
presentes en el espermatozoide humano rondaria las 2000-2500. Hoy en dia, los
estudios protedmicos elevan el nUmero a 6198 proteinas diferentes (Amaral et al.
2014). Entre las funciones de estas proteinas encontramos: metabolismo
energético, apoptosis, ciclo celular, meiosis y trafico de membranas, entre otras.
De la misma manera, se ha visto que el espermatozoide humano también
contiene proteinas implicadas en el metabolismo de los ARNs y la regulacién de la
traduccion, procesos que se creian inexistentes en estas células (Amaral et al.

2014).

5.1.6.1.1. Estudio descriptivo de la protedmica en espermatozoides humanos

El conocimiento del proteoma espermdtico es importante en la
identificacion de las muchas causas todavia desconocidas de infertilidad

masculina.

Estudio de protedmica en espermatozoides

Hasta la fecha, los estudios se han centrado en identificar las proteinas
presentes en los espermatozoides de pacientes infértiles con alteraciones en el
resultado del espermiograma. Varios estudios (du Plessis et al. 2011, Oliva et al.
2009) han elucidado diferencias proteémicas en muestras de semen de pacientes

astenozoospérmicos (Li et al. 2017, Martinez-Heredia et al. 2008, Saraswat et al.
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2017) y oligozoospérmicos (Botta et al. 2009). Martinez-Heredia y cols. (Martinez-
Heredia et al. 2008) encontraron variaciones de 17 proteinas en muestras
astenozoospérmicas, pero ninguna de ellas por si sola era Unica responsable del
estado espermatico. Sin embargo, recientemente un grupo ha descubierto que la
ruta de transduccion de las proteinas JAK-STAT/PSMB3, puede estar involucrada
en mecanismos patogénicos de astenozoospermia (Li et al. 2017). En pacientes
oligozoospérmicos (Botta et al. 2009) variaciones de 14 proteinas fueron
detectadas en comparaciéon con los grupos control. Estas proteinas fueron
clasificadas en 3 grupos segun su funcidn: proteinas productoras de estrégenos,
proteinas estructurales y proteinas de sefalizacién y reguladoras. Estas proteinas
podrian participar en mecanismos oligozoospérmicos fisiopatogénicos y sus
alteraciones podria ser el resultado de una alteracién general de estas proteinas
en estos pacientes. Ademas, un caso con globozoospermia fue también estudiado
(Liao et al. 2009) mostrando que la membrana acrosomal del espermatozoide
asociada a proteinas, esta desregulada en esta condicidn y que las 35 proteinas
cuyos niveles se encuentran alterados en estos pacientes estan implicadas en el

citoesqueleto, metabolismo y movilidad.

Por ultimo, un estudio reciente (Garin-Muga et al. 2016), con el fin de
completar el actual catdlogo del proteoma humano con las proteinas todavia no
identificadas (missing proteins), analizd espermatozoides (entre otras células)
como fuente prometedora de este tipo de proteinas, identificando 97 “missing
proteins” entre las que se encontraban DNAH3 (dineina 3 de cadena pesada)
involucrada en la motilidad del espermatozoide e implicada en el montaje flagelar
del espermatozoide y TEPP (proteina de testiculo, préstata y placenta) no

descritas hasta la fecha.
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Estudios de protedmica en el plasma seminal

El plasma seminal humano contiene muchas proteinas que son
importantes en la capacitacién espermatica, modulacién de la respuesta inmune

del Utero, e interaccidn con la zona pellcida y posterior fusidén ovocitaria.

Existen varios estudios que describen las proteinas que se encuentran en
dicho fluido procedentes de los érganos accesorios. Un estudio (Zylbersztejn et al.
2013) describio el perfil proteico de varones adolescentes con varicocele,
concluyendo que habia proteinas que podian servir como marcadores del
diagndstico temprano de esta patologia. Un afio antes (Fu-Jun and Xiao-Fang
2012) ya se habian descrito 270 proteinas relacionadas con la maduracién
espermatica, donde 34 eran proteinas epididimales y 274 prostaticas (alguna de

ellas eran originadas en ambos érganos accesorios).

Todo el contenido de proteinas presente en fluido epididimal y tejido
testicular ha intentado ser caracterizado (Guyonnet et al. 2011, Oliva et al. 2009),
dado su posible efecto en la calidad espermatica y su uso potencial como
marcadores en patologias reproductivas. De esta forma, se encontraron: 4
potenciales marcadores de azoospermia no obstructiva (estabilina 2, proteina
centrosdomica 135-kDa (CP135), factor de liberacién de nucledtidos de guanina y
proteina inducible por prolactina (PIP)) (Upadhyay et al. 2013), 83 potenciales
marcadores en testiculos, 42 en epididimo, 7 en vesicula seminal y 17 en préstata;
estos ultimos en otro estudio (Camprubi et al. 2012). Un estudio reciente (Soda et
al. 2017) ha analizado en humanos las proteinas de capping de la actina B3
(hCPB3) y a3 (hCPa3) como posibles marcadores de fertilidad masculina, y

concluye que parece que estas proteinas juegan un papel importante en la
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espermiogénesis, por lo que la alteracién de la cantidad de estas proteinas puede
ser causa de infertilidad masculina y un factor prondstico de los resultados de las

TRA.

5.1.6.1.2. Estudio comparativo de protedmica en los espermatozoides humanos

Los extensos catdlogos protedmicos nos proporcionan una idea de las
proteinas presentes en estas células en un momento determinado, pero algunas
de estas proteinas son modificadas durante el transito por el epididimo, o
posteriormente para permitir el movimiento caracteristico de la hiperactivacion o
la unién al ovocito. Los analisis protedmicos comparativos permiten conocer
cuales de esas proteinas constituyen dianas a modificar para llevar a cabo estos
procesos y, por extension, qué defectos o ausencias proteicas pueden producir

infertilidad.

Unos de los primeros estudios a este respecto (Pixton et al. 2004)
comparé el perfil proteico de un paciente normozoospérmico que habia sufrido
un fallo de fecundacion tras FIV convencional con el de tres donantes fértiles,
obteniendo 20 proteinas cuya cuantia diferia entre ambos grupos. Sin embargo,
solo fueron capaces de identificar con seguridad dos de las 20 proteinas: SABP
(proteina de secrecién activa de actina) y ODF2 (proteina 2 de fibras densas
externas), que se hallaban en mayor cantidad en el paciente. La mayor cantidad
de SABP podria inhibir la hiperactivacidon y la reaccidon acrosémica. Por su parte la
ODF2 forma parte de la estructura que rodea el axonema a lo largo de las piezas
media y principal de la cola. Mas tarde, Mateo y colaboradores (de Mateo et al.

2007), intentaron correlacionar la expresién protedmica, el contenido de
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protaminas y la integridad del ADN. Analizaron 47 muestras de semen de
pacientes infértiles y 10 de donantes, e identificaron 101 spots que correspondian
a 58 proteinas diferencialmente expresadas en muestras de semen de pacientes
infértiles, 8 proteinas relacionadas con la integridad del ADN y 7 relacionadas con
el contenido de protaminas. En la misma linea, se identificaron las modificaciones
post-traduccionales de proteinas de cromatina endégenas (Gupta et al. 2017),

concluyendo que eran la clave para entender el epigenoma del espermatozoide.

Sin embargo, Thacker y cols. (Thacker et al. 2011), identificaron solo 4
proteinas predominantes, en muestras de varones de fertilidad probada:
precursor de SG Il (prosecretoneurina), isoforma de la clusterina |, proteina
inducida por prolactina (PIP), y preproteina especifica de antigeno prostatico
isoforma | (PSA). De hecho, dos de estas proteinas se hallaban ausentes en la
muestra infértil (pSG Il y clusterina 1). De estos resultados se ha postulado que la
funcién de la SG podria ser la de regular la capacitacion espermatica. Por el
contrario, la funcion de la PSA (antigeno protdtico espermatico) es la de degradar
la SG, promoviendo la motilidad espermdtica en el momento adecuado. La
clusterina protege de reacciones que pueden producir dafio oxidativo, a la vez que
aglutina espermatozoides anormales. Por su parte, una disminuciéon en la
concentracién de PIP podria causar que el liquido seminal fuera mas viscoso e

incluso impedir la completa licuefaccidn del eyaculado.

Recientemente, Azpiazu y cols. (Azpiazu et al. 2014) han realizado un
estudio protedmico comparativo de muestras de semen normozoospérmicas que
consiguieron embarazo (16) y que no lo consiguieron (15), usando FIV

convencional en todos los casos. Encontraron 66 proteinas diferencialmente
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expresadas, 31 en menor abundancia en el grupo de ‘No embarazo’ y 35 mas
abundantes. La busqueda en las bases de datos reveld que dichas proteinas
estaban implicadas en la organizacion de la cromatina y el metabolismo de

lipoproteinas.

Como podemos ver, a diferencia de la lipiddmica que es un campo de
investigacion que ha vuelto a retomar su interés en los ultimos afios pero del que
no hay disponible mucha informacién, la identificacion de las proteinas
espermaticas es un tema muy estudiado, pero hasta hace poco nadie habia
relacionado ni los lipidos ni las proteinas con el éxito reproductivo, limitandose

Unicamente, a describir o caracterizar las muestras de semen.

Ademas, la capacidad de conocer y catalogar las proteinas que componen
el proteoma espermatico nos ayudara a comprender la fisiologia del gameto
masculino, y asimismo a identificar proteinas cuya alteracion o modificacion

conlleven una disminucion en la fertilidad.

Este razonamiento junto con el gran avance en el desarrollo de las
técnicas dmicas, fue el que nos animd a empezar este proyecto y por ende esta
tesis. Ademads, aunque inicialmente el equipamiento y los reactivos que se
necesitan para este tipo de andlisis son caros, las técnicas dmicas proveeran a los
investigadores de la correcta combinacidon de moléculas asociadas a una adecuada
funcién espermatica. Dicha combinacién puede ser optimizada, una vez se haya
decidido que ARNms, proteinas o lipidos son importantes, usando aproximaciones

mas baratas como las técnicas de PCR, y proteinas personalizadas o microarrays
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de RNAm. Esto disminuye el coste por analisis Unico, el cual desplaza el balance

coste/beneficio hacia el empleo de tales tecnologias en el analisis espermatico.

5.2. Técnicas de seleccidn espermaticas

A la vista de la preocupacion derivada de la calidad de los
espermatozoides que se utilizan para la técnica de ICSI, donde el proceso natural
de seleccién del espermatozoide se obvia y no existe una técnica de diagndstico
espermatico precisa y fiable, es importante mejorar las técnicas de seleccion
espermaticas para seleccionar el espermatozoide mas competente (Rivera et al.

2012).

Actualmente en las clinicas de reproduccidn asistida podemos encontrar
distintas técnicas de seleccién objetiva de los espermatozoides. Estas técnicas que
explicaremos a continuacién, se basan en las caracteristicas ultramorfoldgicas,
maduracién espermatica y caracteristicas de la membrana plasmatica (Rivera et

al. 2012).

5.2.1. Caracteristicas ultramorfoldgicas

5.2.1.1. Inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides seleccionados
morfolégicamente (IMSI)

El estudio de la morfologia espermatica y el diagndstico de la viabilidad
espermatica, juega un papel crucial en la determinacion del potencial fértil del
vardn, tanto in vivo como in vitro (Kruger and Coetzee 1999). Basandose en esta

afirmaciéon y debido a las limitaciones del ICSI y los aumentos a los que se
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observan los espermatozoides que no son suficientes para ver defectos nucleares
sutiles que puedan dar lugar a la transmisiéon de enfermedades genéticas vy
cromosomales, se describié el IMSI (Berkovitz et al. 2006). Esta técnica se basa en
el examen, a tiempo real y sin tinciones, de la morfologia de los organulos de los
espermatozoides moviles (MSOME) y fue introducida por Bartoov en 2002
(Bartoov et al. 2003). Con ella se permite analizar la morfologia de los
espermatozoides con una Odptica de 6300 aumentos, prestando atencién a
organulos como acrosoma, lamina postacrosémica, cuello, mitocondrias, cola y

nucleo.

A pesar de que los resultados obtenidos en los estudios realizados hasta la
fecha parecen observar mejoras en las tasas de implantacién, gestacion, RNV y
disminucion en las tasas de aborto, el tiempo que consume esta seleccidn
espermatica, la formacién de los embridlogos, los equipos especiales que se
necesitan (Said and Land 2011), asi como los resultados, poco sélidos, que se han
obtenido en los estudios realizados, hacen que mas investigaciones sean

necesarias para introducir esta técnica en la rutina del laboratorio.

5.2.1.2. Seleccidn de espermatozoides birrefringentes

El efecto de birrefringencia se genera cuando al cruzar una estructura
anisotrépica el rayo de luz incidente se refracta en dos rayos polarizados que
viajan a distinta velocidad. La retardancia del rayo lento respecto al rayo rapido,

produce tal efecto.

48



Introduccion

Los espermatozoides maduros presentan birrefringencia (Baccetti 2004)
debido a la organizacidn longitudinal y fuerte compactacién de los filamentos de
las nucleoproteinas y a la organizacién longitudinal de los filamentos proteicos
subacrosomales presentes en la cabeza del espermatozoide (Gianaroli et al. 2008,
Magli et al. 2012, Vermey et al. 2015), reflejando por tanto la birrefringencia, un

buen estado de salud y calidad espermatica.

Por tanto este método proporciona una técnica de seleccidn espermatica
rapida y no invasiva especialmente en casos de factor masculino severo con el fin
de desarrollar embriones mas viales, aunque se necesitan evidencias mas sdlidas

que justifiquen su implementacién en la rutina en los laboratorios de andrologia.

5.2.2. Madurez espermatica y caracteristicas de la membrana plasmatica

5.2.2.1. Test de unidn al acido hialurénico: PICSI

El 4cido hialurdnico (AH) es un polisacarido presente en la zona peltcida
de los ovocitos que se hidroliza mediante la hialuronidasa espermatica para
facilitar su entrada en el ovocito, con lo que el AH parece jugar un papel

importante en la seleccidn espermatica fisioldgica (Parmegiani et al. 2010a).

Los espermatozoides capaces de unirse fuertemente al AH in vitro,
presentan; 1) ausencia de retenciéon andmala de citoplasma, 2) ausencia de
histonas persistentes, 3) presencia de ADN sin fragmentacién, 3) ausencia de
marcadores de apoptosis como la caspasa 3, y 4) la expresion de la chaperona
HspA2, que forma parte del complejo sinaptonémico y dirige y apoya la meiosis

pudiéndose relacionarse con aneuplodias (Rivera et al. 2012).
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Actualmente hay dos sistemas diseflados para seleccionar
espermatozoides basandose en este hecho, el PICSI que consiste en una placa
petri cuya base estd impregnada de AH que seleccionard espermatozoides con
receptores del AH; y el SpermSlow, que consiste en un medio de AH viscoso usado
en las placas de ICSI en vez de polivinilpropileno (Parmegiani et al. 2010a,
Parmegiani et al. 2010b). Estos sistemas seleccionan los mejores espermatozoides
con habilidad para unirse al AH y por tanto maduros, no apoptdticos, con ADN no

fragmentado y menor frecuencia de aneuplodias.

Hasta el momento pocos datos clinicos apoyan esta técnica, esto unido a
gue unicamente se puede aplicar a ICSI, hace que no sea una técnica ampliamente

utilizada en las clinicas (Romany et al. 2014).

5.2.2.2. Separacion inmunomagnética de espermatozoides (MACS)

La técnica MACS (Miltenyi et al. 1990), ya utilizada clinicamente con éxito
en distintos ambitos, permite separar distintos fenotipos moleculares candidatos
a ser utilizados como base de la separacién molecular en espermatozoides en
caso de que sean marcadores de membrana y hayan estado relacionados con la

infertilidad masculina.

Esta técnica se basa en el uso de microparticulas magnéticas de
aproximadamente 50 nanémetros de diametro, los MicroBeads (MB), conjugadas
con proteinas o anticuerpos especificos para su union a las células o marcadores
de interés. Requieren unas columnas para separar fisicamente las células en

funcién de si estdn o no marcadas, y tras ser sometidas a un intenso campo
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magnético creado en la matriz de la columna, son retenidas las células unidas con
una minima cantidad de MB, mientras que las células no unidas pasan a través de

la columna y pueden ser recogidas. Las células unidas pueden posteriormente ser

liberadas de la columna mediante lavados.

Ambas fracciones son separadas con elevada pureza, manteniendo su

estructura, funcion éptima y viabilidad (figura 13).
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Figura 13: Técnica de MACS.

El MACS marca magnéticamente aquellos espermatozoides que expresen
el marcador de membrana que estemos estudiando, como la fosfatidilserina (PS),

ubiquitina, receptores factor activacion plaquetario (PAF), AH, fosfolipasa A2
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(PLA2G2A), entre otros. El mas estudiado hasta el momento es el marcador de la

apoptosis o PS (Grunewald et al. 2001, Romany et al. 2014).

En un principio el uso de esta técnica mejora la calidad embrionaria y los
resultados reproductivos, pero los estudios hasta la fecha son muy controvertidos
(Nadalini et al. 2014, Romany et al. 2014), por lo que mas estudios son necesarios

para poder implementar esta técnica en los laboratorios de andrologia.
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Hipotesis

ILHIPOTESIS:

Hipotetizamos que existen diferencias entre el perfil lipidico y proteico de
los espermatozoides obtenidos de pacientes infértiles categorizados a partir de
los resultados obtenidos con el uso de sus muestras (si logran obtener una
gestacion evolutiva o no) en tratamientos de ICSI de ovocitos propios o donados.
Estas diferencias sentardn la base para conocer y obtener el perfil lipidico y

proteico de mejor prondstico en las TRA.
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Objetivo

lll.OBJETIVO

El objetivo de esta tesis es obtener el perfil lipidico y proteico compatible
con el éxito reproductivo en diferentes TRA, mediante la comparaciéon de los
resultados del analisis del conjunto de metabolitos (en concreto lipidos) y proteinas
presentes en las muestras de semen de pacientes infértiles que logran obtener una

gestacion frente aquellas que no lo logran.
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IV.MATERIAL Y METODOS
1. Lugar de ejecucién

- Laboratorio de andrologia y laboratorio de FIV del Instituto Universitario
IVI Valencia.

- OWL metabolomics.

- Departamento de proteémica Universidad de Valencia (SCSIE).

- El proyecto estd financiado por CDTI (Centro para el Desarrollo

Tecnoldgico Industrial) con identificacién IDI-20111144.

2. Poblacion de estudio

La poblacidon de referencia objeto de estudio la constituyen todos los
varones infértiles entre 30 y 45 afios que acuden al Instituto Universitario VI
Valencia y cuyas parejas de edad comprendida entre 30 y 45 afios con indicacidn
de IAH (hasta 37 afios) o ICSI con ovocitos propios (hasta 38 afios) o donados
(hasta 45 afios) con un ciclo hormonal sustituido y por consiguiente pacientes en

las que se genere una cohorte embrionaria.

El proyecto fue aprobado por el comité ético de investigacion clinica
(CEIC) del Instituto Universitario 1Vl Valencia con el cédigo de proyecto 1209-C-
108-RR. Los individuos que formaron parte del estudio expresaron su voluntad de

participar mediante la firma del correspondiente consentimiento informado.

En el caso de someterse a un ciclo de donacion de ovocitos, los gametos
donados fueron reclutados a partir de jovenes menores de 35 afios de edad. Estas
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jovenes voluntarias incentivadas por razones altruistas donan sus ovocitos en el
marco de lo dictado en la Ley Espaiiola de Reproduccion Asistida, manteniendo el
secreto profesional con respecto a las identidades de las donantes y receptoras.
Antes de convertirse en donantes, todas estas mujeres estaban plenamente
informadas y dieron por escrito el correspondiente consentimiento firmado para
la utilizacién de sus gametos, como se indica en la ley. Se les aplicaron los andlisis
de sangre de manera periddica los cuales incluyen la deteccidn de: antigeno de
superficie de para la hepatitis B (VHB), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
1y 2, Anti-virus de la hepatitis C (VHC), anti-herpes simple virus (VHS) 1y 2, Sifilis,
Chlamydia y anticuerpos contra Citomegalovirus (CMV). Ademas, a las mujeres
incluidas en este programa, se les estudia la presencia de antigeno-anticuerpos
contra el VIH (DUO) y anticuerpos contra la Rubéola y Toxoplasma. Cultivos
microbioldgicos se realizaron para descartar la presencia de Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma y Mycoplasmahominis. Todos
los resultados positivos obtenidos en los mencionados analisis condujeron
directamente a la terminacién de las donaciones conjuntamente con la asesoria

médica apropiada para cada caso.

3. Criterios de inclusidon y exclusion

Debemos tener en cuenta que el estudio de la infertilidad es complicado,
desde el punto de vista que estamos estudiando un resultado (gestacion si o no) a
partir del estudio de dos entes individuales, un gameto femenino y otro
masculino. De modo, que en nuestro caso, debemos estandarizar al maximo el
factor femenino para que interfiera lo minimo en nuestro estudio. Sabemos que

hay muchos factores que pueden causar esterilidad y que es practicamente
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imposible controlarlos todos para ver cdmo afecta de manera exclusiva el factor
masculino, aunque intentamos minimizar este hecho cifiéndonos a unos criterios
de inclusién que nos permitan reducir el resto de factores que no sean el
masculino, sobre todo en el caso de ciclos de ovodonacién donde el factor

femenino se obvia.

3.1. Inclusidn:

Mujeres IAH
* <37 afios

Hombres IAH
*Muestras en fresco con una recuperacion espermatica superior a 3 millones
de TMP (total de espermatozoides méviles progresivos) después del SU (con
la intencion de no comprometer los resultados de la inseminacidon por

realizarla con menor cantidad de espermatozoides de lo establecido).

Mujeres ICSI-OVODON

*<45 afos

*Ser primer o segundo ciclo de ovododn

*Sometidas a un ciclo/tratamiento de reproduccion asistida en el Instituto
Universitario IVl Valencia con ovocitos donados por mujeres de fertilidad probada
incluidas en nuestro programa de donacion de ovocitos.

*Numero de ovocitos donados para cada receptora > 8

*Utero sin anomalias congénitas o adquiridas tras evaluacién ecogréfica

*Las transferencias embrionarias seran de uno o dos embriones en D3

*Indice de masa corporal (IMC) < 30 kg/m?
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Hombres ICSI-OVODON
*Muestras en fresco con una recuperaciéon espermatica superior a 1mill

después del SU.

Mujeres ICSI-PROPIOS

*<38 afios

*Ser primer o segundo ciclo de ICSI

*IMC < 30 kg/m2

*Utero sin anomalias congénitas o adquiridas tras evaluacién ecografica

*Las transferencias embrionarias serdn de uno o dos embriones en D3
Hombres ICSI- PROPIOS

*Muestras en fresco con una recuperaciéon espermatica superior a 1mill

después del SU.

3.2. Exclusién:
IAH
*  PCO
*  Endometriosis
*  Miomas, pélipos extirpados por histeroscopia o laparoscopia
*  Hidrosalpinx
*  Falta de permeabilidad tubarica
*  Malformaciones uterinas y en trompas de Falopio, obstruccion tubdrica

*  Obesidad IMC >30 kg/m”
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1CSI-OVODON
*  Malformaciones uterinas
*  Abortos de repeticion (>2 abortos)

*  Obesidad IMC >30 kg/m’

ICSI propios
*  Baja respuesta (<6 Ml por ciclo)
*  Endometriosis

*  Malformaciones uterinas (miomas, adenomiosis, malformaciones

uterinas adquiridas o congénitas)
*  Abortos de repeticidon (>2 abortos)

*  Obesidad IMC >30 kg/m”

4. Recogida de muestras y analisis basico del semen

Las muestras para nuestro estudio proceden de muestras de semen de
pacientes que acuden a la clinica de reproduccion asistida por problemas de
infertilidad. Se obtuvieron de los laboratorios de Andrologia y de Semen-FIV de la

clinica IVI Valencia.

Todas las muestras de semen se obtuvieron exclusivamente por
masturbacion después de un periodo de abstinencia sexual comprendido entre 3

y 5 dias y depositadas en un contendor estéril. A continuacion se trasladaron al
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laboratorio, acompafiadas de una hoja de peticién y de propiedad de la muestra
donde estaban anotados una serie de detalles clinicos importantes, para su
procesamiento lo antes posible ya que no deben transcurrir mas de 45-60 minutos

desde su recoleccion hasta su procesamiento.

4.1. Determinacion de las caracteristicas seminales. Elaboracion del

espermiograma

Las muestras recogidas se dejaron durante un periodo de 10-15 minutos
en el incubador a 372C y 5% de CO, hasta su total licuefaccion. Una vez alcanzada
la licuefaccién de la muestra, se valoraron las caracteristicas macroscopicas y

microscopicas de la misma.

El analisis macroscépico que se debe realizar en el eyaculado consiste en
la valoracién de: el aspecto, la licuefaccién, el color, la viscosidad, el pH y el

volumen.

En cuanto al andlisis microscépico, se evalia la concentracidn
espermatica, la movilidad, la morfologia asi como la presencia de otros elementos
celulares (como leucocitos, o células germinales inmaduras) y detritos,

anticuerpos antiespermatozoides (aglutinacion) y vitalidad.

Los parametros mds importantes y que mas ayudan a la determinacién del
potencial fértil del varén son el volumen, la concentracién y la movilidad. Estos
tres parametros se determinaron de visu y en distintos momentos del andlisis del

semen: 1) en las muestras de semen en fresco y 2) tras el procesado de la muestra
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0 recuperacion de espermatozoides que posteriormente fueron usados en las

TRA, siempre mediante la técnica de SU.

4.2. Determinacion de los pardmetros basicos del semen

Volumen: el volumen del eyaculado es un pardmetro esencial en cualquier
evaluacién seminal, ya que permite conocer el nimero total de espermatozoides
en el eyaculado. Es aportado por las vesiculas seminales, la glandula prostatica, y
en menor medida las glandulas bulbo uretrales y se mide tras su licuefaccién. Este
parametro se determind midiendo el total del volumen eyaculado en un tubo

graduado atoxico y estéril.

Concentracidon: la concentraciéon da wuna idea del ndmero de
espermatozoides por mililitro de eyaculado. La determinacién de la concentracion
espermatica se realizé por contaje en una cdmara de recuento Makler (Sefi
Medical Instruments, Haifa, Israel) donde se coloca una gota de 10 plL de la
muestra y se evalla, a un aumento de 20X en microscopio de contraste de fases.
La cdmara Makler (figura 14) que sirve para realizar espermiogramas, estd
subdividida en 100 microcuadrados de 0,1 x 0,1 mm de lado. El nimero de
espermatozoides contenidos en cualquier linea de 10 microcuadradros, indica la
concentracién en millones por mililitro. Para determinar este pardmetro se conté
el nimero de espermatozoides presentes en 30 microcuadradros y se realizo la

media obteniendo el nimero de millones de espermatozoides por mililitro.
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Figura 14: Cdmara Makler.

Movilidad: el ensayo de la movilidad se lleva a cabo lo antes posible
mediante el contaje y evaluacidn del tipo de movilidad de 200 espermatozoides
moviles e inmdviles observados al azar. Segun la ultima clasificacion de la OMS
(OMS 2010) las muestras de semen se dividen en funcién de su movilidad en:
espermatozoides progresivos, aquellos con un movimiento activo de forma
rectilinea o curvilinea amplia sin tener en cuenta la velocidad; los
espermatozoides no progresivos, espermatozoides con patrones de movimiento
gue no tienen progresién; y los espermatozoides inmdviles, aquellos que no

presentan ningun tipo de movimiento.

5. Preparacion de las muestras de semen

Todas las muestras fueron preparadas a través de la capacitacion
espermatica mediante SU (figura 15). Esta técnica se basa en la capacidad que
tienen los espermatozoides con movilidad progresiva de avanzar en un medio
adecuado y permite obtener espermatozoides con capacidad fecundante vy
eliminar los espermatozoides muertos, inmdviles o lentos, y cualquier otro tipo

celular o detrito.
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Figura 15: Técnica de SU.

El SU es una técnica muy sencilla que se llevd a cabo mediante el siguiente

protocolo:

- Se coloco el eyaculado en un tubo Falcon® (Becton Dickinson, USA) de
14 ml y se anadié6 Gamete Medium (COOK, Bloomington, IN, USA) en
proporcién 1:2 6 1:3 para un lavado previo.

- A continuacién, se centrifugd 10 minutos a 400g y se decantdé con
cuidado con el fin de eliminar el sobrenadante.

- Se afiadid, sobre el sedimento espermatico o pellet formado, un
volumen entre 0,5 y 1mL de Fertilization Medium (COOK,
Bloomington, IN, USA) o HTF ((Human Tubaric Fluid) (Irvine Scientific,
Santa Ana, USA) (segun el estudio), dejandolo resbalar
cuidadosamente por las paredes y evitando que se mezclara con el
pellet.

- Seguidamente, se colocé el tubo en el incubador con una inclinacidn

de 452 durante 45 minutos a 372C y 5% CO,. Durante este tiempo los
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espermatozoides moviles migraron desde el pellet hacia el nuevo
medio de cultivo.

- Se recogid un volumen entre 0,1-0,5 mL de la capa superior del
sobrenadante donde se encontrarian los espermatozoides moviles,

siendo esta fraccidén la utilizada en las TRA.
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6. Estudios

6.1 Metabolémica: Lipidémica

Con el fin de identificar y describir el perfil metabdlico de los
espermatozoides en varones infértiles como un primer paso para evaluar su
implicacion en la fertilidad, se utilizé la técnica de UHPLC-MS (cromatografia
liguida de alto rendimiento acoplada a espectrometro de masas) para analizar

muestras de semen y en concreto para el andlisis de los espermatozoides.

6.1.1. UHPLC-MS

El sistema de extraccién aplicado en esta técnica permitia una seleccién
amplia de multiples clases de metabolitos del total de metabolitos identificados
en una ejecucién Unica. Visto que la mayoria de metabolitos identificados eran
lipidos, nos centramos en ellos porque eran los metabolitos que nos iban a dar

mayor rendimiento en nuestro estudio.

Con el UHPLC-MS conseguimos una excelente sensibilidad cubriendo los
lipidos principales: monoacilgliceroles y fosfolipidos, diacilgliceroles vy

glicerolipidos, esfingolipidos, triacilgliceroles y colesterol ésteres.

6.1.2. Aplicacidn de la técnica UHPLC-MS en muestras de pacientes destinadas
propiamente a tratamientos

Una vez decidido que los metabolitos en los que nos ibamos a centrar
eran los lipidos: por ser el metabolito que se encontraba en mayor cantidad en los
espermatozoides y poder dar mas rendimiento en las muestras a analizar, por

estar menos estudiados, y por estar relacionados e implicados con funciones del
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espermatozoide; pusimos a punto la técnica UHPLC-MS para muestras de semen
destinadas a TRA propiamente dichas. En este caso, se hizo un ensayo con
muestras de pacientes que iban a ser sometidos a tratamientos de IAH o IAC. Para
ello se obtuvieron 10 alicuotas de las muestras capacitadas de pacientes que
acudieron a la clinica IVI Valencia a realizarse dicho tratamiento. En ningun caso

se comprometié el éxito del tratamiento.

6.1.2.1. Tratamientos de reproduccion asistida (IAH)

Estimulacion ovdrica

En los ciclos de IAH se estimuld tanto con la hormona estimulante de
foliculos, FSH (Gonal-F; Serono S.A., SpainorPuregon; Schering-Plough espafiola,
Spain) como con hMG (Lepori; Farmalaboratories, Spain; o Menopur; Ferring,
Spain). La estimulacién se inicia en el dia 3 del ciclo con dosis de FSH
recombinante de entre 75 y 150 Ul. La foliculometria se monitoriza via ecografia
vaginal y siguiendo los niveles de estradiol. Cuando el tamafio del foliculo
dominante era de alrededor de 18 milimetros la paciente recibia 10.000 Ul de hCG
(gonadotropina coridnica humana) (Profasi 10 000 Ul; Serono S.A., Spain). Las
pacientes se inseminaron entre las 12 y 36 horas siguientes tras la inyeccion de

hCG (Garrido et al. 2007).

6.1.2.2. Obtencion y preparacion de las muestras

Tal y como hemos indicado anteriormente, las muestras fueron obtenidas
mediante masturbacion después de un pariodo de 3-5 dias de abstinencia y se
prepararon mediante la técnica de SU. Una vez realizada la técnica de

capacitacion espermadtica y teniendo en cuenta que no podiamos comprometer el
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tratamiento, se recuperd el volumen de muestra capacitada sobrante de la capa
contigua a la recuperada para el tratamiento, sin mezclarla con el pellet. Cada
muestra, con su correspondiente alicuota de medio de capacitacion HTF, para
controlar los lipidos inherentes al medio de cultivo y por tanto el limite de
deteccion (LOD). El volumen que recuperabamos en cada caso, era congelado por
inmersion directa en nitrégeno liquido sin crioprotector, a la espera de ser

analizado.

6.1.2.3. Analisis de las muestras

Para obtener los perfiles metabdlicos (en concreto lipidicos) en muestras
de espermatozoides, dichas muestras se analizaron mediante UHPLC-MS que
permite analizar un gran numero de muestras en un tiempo muy corto,
comparandolas con un control positivo que correspondia al medio que se utilizd

para preparar/capacitar las muestras mediante SU.

En este caso se utilizaron dos procedimientos o sistemas de extraccién: el
sistema de extraccion de CHClz/MeOH con el fin de extraer lipidos apolares, y el

sistema de extraccidon de MeOH con el fin de extraer lipidos polares.

Los dos sistemas de extraccion utilizados (CHClz/MeOH y MeOH),
permitieron identificar una amplia seleccion de clases de lipidos a partir de
extractos totales de los mismos dentro de una serie perteneciente a una muestra

Unica.
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Una vez analizadas las muestras mediante el UHPLC, estas son inyectadas
en el espectometro de masas para la determinaciéon de su masa molecular

caracteristica.

6.1.2.4. Analisis estadistico

La complejidad de los perfiles metabdlicos, con gran cantidad de datos
por cada perfil lipidico, precisa de complicados tratamientos estadisticos para
identificar los posibles lipidos marcadores. El andlisis estadistico de los datos
generados se llevd a cabo mediante programas especificos para procesar los datos
adquiridos, obteniéndose un listado de la relacidn masa/carga (m/z), tiempos de
retencion (Rt) e intensidades para todos los picos encontrados
cromatograficamente importantes. Los métodos estadisticos multidimensionales
son necesarios para la interpretacion de los datos generados en este tipo de
estudios. Estos tratamientos facilitan enormemente el descubrimiento de
compuestos marcadores escondidos en la complejidad de datos, al posibilitar la
identificacion de picos que pueden discriminar entre los diferentes grupos

analizados.

6.1.3. Comparacion del perfil lipidico entre muestras de semen que consiguieron
embarazo mediante ICSI y las que no

Finalmente, y tras varios ensayos con el fin de poner a punto la técnica y
estar seguros de la forma que ibamos a enviar las muestras, su comparacion con
el control (medio de cultivo) y la cantidad de espermatozoides que en cada una de

ellas es 6ptima para realizar el estudio, procedimos a realizar el andlisis en que se

76



Material y Métodos

basa esta tesis, la obtencion del perfil lipidico de los espermatozoides y su

relacion con la consecuciéon o no del embarazo.

6.1.3.1. Poblacién de estudio: Calculo del tamaiio muestral

El tamafio muestral fue establecido de forma arbitraria basandonos en
estudio previos disponibles con un disefio similar al nuestro (Garcia-Herrero et al.
2010a, Garcia-Herrero et al. 2010b, Garrido et al. 2013), y dependia de la
disponibilidad de recursos econdmicos para realizar los experimentos, dado que
no existen datos previos para predefinir las diferencias entre grupos. Ademas, no
se definidé un resultado de medida Unico, ya que se tenia que evaluar el perfil
lipidico total. Por tanto se incluyeron 38 muestras de pacientes cuyas parejas se
sometieron a ciclos de ICSI con ovocitos propios (4 casos) y ovocitos donados (34
casos) con mas o igual a 1 millon de espermatozoides/mL tras el proceso de
capacitacion por SU. Se utilizaron alicuotas de 300uL de muestras con
concentraciones desde 1 millén de espermatozoides/mL hasta 58,3 millones de

espermatozoides/mL, para realizar el estudio.

6.1.3.2. Disefio del estudio

El estudio fue prospectivo, analitico y utilizamos el disefio de casos y
controles anidados con los 38 pacientes, incluyendo 22 muestras en el grupo de
pacientes que conseguian gestacion (E) y 16 muestras en el grupo de pacientes

gue no lo conseguian (NE).
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6.1.3.3. Tratamiento de reproduccidn asistida (ICSl)

Control de la estimulacion ovdrica
Todas las donantes recibieron tratamiento oral con anticonceptivos 1-2

meses para la sincronizacion del ciclo previo a la estimulacién.

Utilizamos el protocolo con antagonistas de la GnRH en el cual se
administra los dias 2 y 3 del ciclo dosis de 150-300 Ul/dia subcutdanea de FSH
recombinante (Gonal-F®, Madrid, Spain; Puregon®; MSD, Madrid, Spain). Cuando
el foliculo dominante alcanza los 14 mm se administra una dosis de 0,25 mg de
antagonista de la GnRH una vez al dia subcutdnea (Gonal-F®, Madrid, Spain;
Puregon®;, MSD, Madrid, Spain). Una unica dosis de triptorelina 0,2 ml se
administra via intramuscular (Decapeptyl R); IpsenPharma, Barcelona, Espafia)
para la maduracion ovocitaria final cuando al menos 3 o mads foliculos han

alcanzado un tamafio medio de = 18 mm (Munoz M et al. 2013).

Las cuatro pacientes que se realizaron el tratamiento con sus propios

ovocitos, fueron estimuladas de la misma forma.

Preparacion endometrial en receptoras

El protocolo usado para la preparacién endometrial de las receptoras ha
sido anteriormente publicado (Meseguer et al. 2006, Remohi et al. 1995, Soares
et al. 2005), y se realizé siguiendo las rutinas clinicas establecidas en nuestros

centros.

Las pacientes con funcion ovarica activa se desensibilizaron con una Unica

administraciéon intramuscular de triptorelina 3,75 mg depot (Decapeptyl 3,75 mg;
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Ipsen-Pharma, Barcelona, Spain) administrada entre 18-21 dias del ciclo previo. La
sustitucion de estrdgenos se inicia en el dia 3-5 del nuevo ciclo de menstruacioén,
después de confirmar la quiescencia ovarica y un determinado grosor endometrial

mediante ecografia transvaginal.

Se administra (via oral) valeraniato de estradiol (E;), la cantidad
administrada es de 2 mg/dia (Progynova; Schering, Madrid, Spain) durante los 8
primeros dias, incrementandose a 4 mg/dia durante los 3 dias posteriores,
finalmente se aumenta la dosis a 6 mg/dia hasta el momento del test de
embarazo. El grosor del endometrio ha sido considerado como un importante
factor prondstico para el resultado del tratamiento. En ciclos de donacién de
ovocitos se ha observado y publicado una correlacién entre el grosor endometrial
y el resultado del ciclo (Noyes et al. 2001, Shapiro et al. 1993). En algunos
laboratorios, la suplementacion con progesterona no se empieza si la linea
endometrial es mas fina de 9 mm o mas gruesa de 12 mm (Borini et al. 1996). En
nuestra experiencia el grosor endometrial no es un factor determinante en el
prondstico del ciclo. Incluso endometrios finos (<7 mm) tuvieron buenas tasas de
gestacion e implantacién, sin ningun incremento en la tasa de aborto. Unicamente
el ciclo se cancela en casos de sangrado vaginal de la receptora durante la

administracion del valeraniato de E,.

Una vez comprobada la fecundacidon, las pacientes inician Ila
administracion de progesterona (P) intravaginal micronizada (Progeffik,
Laboratories Effik S.A., Madrid, Spain), con una dosis diaria de 800 mg/dia,

continuando con esta dosis al menos hasta el resultado del embarazo (Escriba et
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al. 2006). Cuando el test de embarazo es positivo, la administracién de valerianato

de E; y de P micronizada continua hasta 80 dias después del test de embarazo.

Obtencidn de ovocitos, ciclos de ICSl y cultivo embrionario

La puncién folicular se lleva a cabo 36 horas después de administra la hCG
para completar la maduracidon ovocitaria. Se realiza bajo sedacién, mediante
ecografia guiada, y en un quiréfano contiguo al laboratorio de FIV, con el fin de
que el traslado de los tubos al laboratorio sea lo mas rapido posible. Los foliculos
se aspiraron y su contenido se vertié a los tubos atemperados. Los tubos con el

liquido folicular se mantuvieron a 372C mediante bloques térmicos calefactados.

Una vez en el laboratorio, se vertid el liquido folicular incluido en los
tubos, en placas petri precalentadas, se buscaron los ovocitos mediante
visualizacidn directa del liquido folicular con una lupa y un objetivo de 8-10x. Una
vez localizado el ovocito, se deposita en una placa de lavado con Gamete Medium
(COOK™, Bloomington, IN, USA). Una vez lavados los ovocitos, se cultivaron en
medio Fertilization (COOK™, Bloomington, IN, USA) a 5,5% CO, y 37°C durante 4

horas antes de decumularlos.

La decumulacién de las células de la granulosa, consiste en la eliminacion
de las células de alrededor del ovocito mediante accién mecdanica ayudados por
una enzima, mediante pipeteado en Medio Fertilization (COOK, Bloomington, IN,
USA) al 50% con la enzima hialuronidasa 40IU/mL (Sage IVF, Biocare Europe). La
decumulacién de los ovocitos es necesaria por 2 cosas: primero para comprobar el
grado de madurez de éstos, y segundo, para llevar a cabo la microinyeccidn, es

decir, para poder sujetar al ovocito e inyectar el espermatozoide.
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Posteriormente la ICSI se realiz6 en un medio que contenia HEPES
(Gamete Medium, COOK™, Bloomington, IN, USA) con un aumento de 400X
usando microscopio Olympus IX7. Inmediatamente después de la ICSI, los ovocitos
inyectados se colocaron en placas de petri (Falcon, Madrid, Espaia) (cultivo en
gotas) de medio de cultivo (Cleavage Medium, COOK™, Bloomington, IN, USA)
bajo aceite a 37°Cy 5,5% CO, (Heraeus, Heracell, Madrid, Espafia).

Los embriones se incubaron a 37°C y 5,5% CO, y O, atmosférico y se
cultivaron individualmente hasta el embrién de dia 3 (72 horas después del ICSI)
en medio Cleavage (COOK™, Bloomington, IN, USA). Desde el dia 3 hasta el dia 5
se us6 CCM medio (Vitrolife, Goteborg, Sweden). Las placas de cultivo incluian 3
gotas de lavado de 100 pL y seis gotas de 50 pL, cubiertas con 7 mL de aceite

mineral.

Valoracion embrionaria y transferencia

De forma rutinaria, en los laboratorios de embriologia humana se trabaja
con una serie de variables que proporcionan informacién sobre el estado y la
evolucién de los embriones y nos permiten definir el desarrollo del embrién y
seleccionar los mejores embriones para la transferencia, es decir, los que tienen el
mayor potencial de implantacién. Asi los métodos actuales de seleccidon
embrionaria incluyen el analisis de los gametos y embriones en distintas etapas
del desarrollo, desde la observacién de los pronucleos en los cigotos, pasando por
las sucesivas divisiones embrionarias hasta que se alcanza el estadio de

blastocisto (ASEBIR 2008, ASEBIR 2015, Rienzi et al. 2005).
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El sistema de gradaciéon embrionaria propuesto por la Asociacién Espafiola
para el Estudio de la Biologia de la Reproduccién (ASEBIR), establece un sistema
de 4 categorias (A,B, C o D) divididas en funcion del potencial implantatorio
esperado (tabla 5) (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special
Interest Group of Embryology 2011, ASEBIR 2008, ASEBIR 2015). Esta clasificacion
supone que la calidad embrionaria es un indicador predictivo del éxito del
tratamiento, pero para ello es necesario evaluar todas las observaciones

realizadas a los largo del desarrollo del embrion (ASEBIR 2008).

SISTEMA DE GRADACION EMBRIONARIA

Categoria Descripcion

A Embridn de 6ptima calidad con maxima capacidad de implantacién
B Embridn de buena calidad con elevada capacidad de implantacion
C Embridn regular con una probabilidad de implantacion media

D Embridn de mala calidad con una probabilidad de implantacion baja

Tabla 5: sistema de gradacidn embrionaria segun los criterios de ASEBIR (ASEBIR 2008).

La fecundacién se evalud a las 16-19 horas post-ICSl y se confirmd por la
presencia de dos pronucleos y dos corpusculos polares. La morfologia del embridn
se analizd el dia 2 (48 horas post-ICSI) y el dia 3 (72 horas post-ICSI) teniendo en
cuenta el nimero simetria y granularidad de las blastémeras, el tipo y porcentaje
de fragmentacién, la presencia de blastomeras multinucleadas y el grado de
compactacion (Alikani et al. 2000). La morfologia también se evalué el dia 5 (120
horas después del ICSI) de acuerdo con la expansion de la cavidad blastocitica y el
numero vy la integridad de la masa celular interna (MCI) y el trofoectodermo (TE).

En base a este sistema de clasificacidn, seleccionamos embriones para transferir
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el dia 3 debido a que era la rutina clinica establecida en nuestros centros en el

momento en que se analizaron las muestras incluidas en esta tesis.

El nimero de embriones transferidos se decidié en base a la calidad de los
mismos. Los embriones supernumerarios fueron congelados para futura
transferencia usando la técnica de la vitrificacion estandar de la clinica. El objetivo
principal de este estudio fue el embarazo evolutivo confirmado por la presencia
de sacos gestacionales con el latido del corazén fetal por ecografia transvaginal

durante la semana 12.

6.1.3.4. Obtencion y preparacion de las muestras de semen

De la misma forma, las muestras fueron obtenidas mediante
masturbacion tras 3-5 dias de abstinencia y tras su licuefaccidon fueron evaluadas
por dos observadores independientes, de acuerdo a los pardmetros del andlisis
basico del semen definidos por la OMS (OMS 2010). Los resultados fueron
aceptados cuando las diferencias entre los dos observadores eran menores del
5%. Luego, todas las muestras fueron preparadas de acuerdo al protocolo de
rutina para el tratamiento de ICSI. Todas las muestras se capacitaron mediante la
técnica de SU (explicada en el 5 de material y métodos). Una vez realizada la
técnica de capacitacidon espermatica, se recuperaron 300uL del sobrante de la
muestra que se utilizaba para la realizacién del ciclo de ICSI, sin comprometer el
éxito del tratamiento. Ademads, 4 alicuotas de medio de capacitacién (Sydney IVF
Fertilization Medium, COOK Bloomington, IN, USA) fueron también analizadas
con el fin de establecer el LOD. Tanto las muestras como las alicuotas de medio se

congelaron en nitrégeno liquido por inmersion directa sin crioprotector y se
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mantuvieron en el congelador a -20°C a la espera de conocer su resultado de
gestacion para asignarlas al grupo de estudio correspondiente y poder proceder a
la realizacién de su andlisis. Una vez recopiladas las 38 muestras de pacientes y
clasificadas en dos grupos de acuerdo a su habilidad para conseguir o no
embarazo (en paralelo a previos estudios realizados por nuestro grupo (Garcia-
Herrero et al. 2010a, Garcia-Herrero et al. 2010b, Garrido et al. 2013), estas

fueron separadas y analizadas usando la técnica de UHPLC-MS (tabla 6).

Tipo de muestra Gestacion Numero de muestras
sl 22
Espermatozoides
NO 16

Medio de cultivo (Medio Fertilization, COOK,
Bloomington, IN, USA)

Tabla 6: Clasificacion de las muestras analizadas en el estudio.

6.1.3.5. Analisis de las muestras

Procedimientos de extraccion lipidémica (UHPLC-MS)

Un buen experimento de perfiles metabdlicos se basa en la capacidad de
determinar cambios en el biofluido o el complemento tisular de los metabolitos
de un organismo. La técnica UHPLC-MS es muy adecuada para estos analisis
debido a su alta sensibilidad, gran cobertura sobre diferentes clases de
metabolitos, capacidad de alto rendimiento y amplio rango dindmico. En este
estudio se utilizaron multiples sistemas para analizar analitos enddgenos para su
inclusién en procedimientos de analisis estadisticos posteriores utilizados para

estudiar las diferencias metabdlicas entre dos grupos de muestras (Barr et al.
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2012, Bedair and Sumner 2008, Burton et al. 2008, Griffiths et al. 2007,
Theodoridis et al. 2008).

Un esquema del diagrama de trabajo seguido en el presente estudio se

muestra en la figura 16, y se describe brevemente como sigue.
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Figura 16: Diagrama de trabajo del andlisis del perfil metabdlico.
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En el perfil metabdlico, no existe un solo método o sistema para analizar
todo el metaboloma de una muestra bioldgica, principalmente debido a la amplia
gama de concentraciones de los metabolitos acoplado a su extensa diversidad
quimica (Baker 2011, Duportet 2012). El presente estudio utilizé dos sistemas de
UHPLC-MS para optimizar la cobertura extensa del lipidoma celular (Barr et al.

2012).

La extraccion de lipidos se realizé fraccionando las muestras en pooles de
especies con propiedades fisicoquimicas similares, usando combinaciones
apropiadas de disolventes organicos. Se utilizaron dos sistemas de extraccion

separados para la obtencion de perfiles por UHPLC-MS:

o (Sistema de extraccion 1): Acilos grasos, acidos biliares, esteroides vy

lisoglicerofosfolipidos.

e (Sistema de extraccion 2): Glicerolipidos, glicerofosfolipidos, lipidos

esteroles y esfingolipidos.

Las proteinas fueron precipitadas y descartadas del lisado celular de las
muestras afadiendo metanol. Después, de mezclarlas con el vortex de forma
breve, se les afadiéo a las muestras cloroformo. Como los métodos analiticos
aplicados, cubren diferentes clases de lipidos, se incluyeron estdndares internos
multiples de la mayoria de estas clases. Triptéfano-d5(indole-d5), PC(13:0/0:0),
acido graso no esterificado (NEFA) (19:0) y acido dehidroalcohdlico se afiadieron
en el metanol y se usaron como estandar interno en el primer analisis de UHPLC-

MS (Sistema de extraccién 1); SM(d18:1/6:0), PE(17:0/17:0), PC(19:0/19:0),
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TAG(13:0/13:0/13:0), Cer(d18:1/17:0) y ChoE(12:0) fueron afiadidos en
cloroformo y usados como estandar interno en el segundo andlisis UHPLC-MS
(Sistema de extraccidon 2). Las muestras fueron incubadas a -20°C durante 30
minutos y después de pasarlas por el agitador vortex, se recogieron dos fases

diferentes.

e Para el andlisis del sistema de extraccion 1, el cual incluye acilos grasos,
acidos biliares, esteroides, y lisoglicerofosfolipidos, se recogieron los
sobrenadantes después de centrifugarlos a 16000 x g durante 15 minutos,
secarlos, reconstituirlos en metanol, resuspenderlos de nuevo durante 20
minutos y centrifugarlos a 16000 x g durante 5 minutos antes de

transferirlos a los viales para el andlisis de UHPLC-MS.

e Para el sistema de extraccion 2, el cual incluye glicerolipidos, colesterol
esteres, esfingolipidos y glicerofosfolipidos, las células extraidas fueron
mezcladas con agua (pH=9) y después mezcladas en agitador vortex
brevemente, las muestras fueron incubadas durante 1 hora a -20°C. Tras
centrifugarlas a 16000 x g durante 15 minutos, la fase orgdnica fue
recogida y el disolvente fue eliminado. El extracto seco, fue luego
reconstituido en acetonitrilo/isopropanol (50:50), resuspendido durante
10 minutos, centrifugado a 16000 x g durante 5 minutos y transferido a

los viales para su analisis en el UHPLC-MS.

De forma adicional, dos tipos diferentes de muestras de control de calidad
(QC), fueron utilizadas para evaluar la calidad de los datos (van der Kloet et al.

2009). Las muestras QC son muestras de medio de cultivo de referencia, que se
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distribuyeron uniformemente sobre los lotes y se extrajeron y analizaron al mismo

tiempo que las muestras individuales.

e La calibracion de las muestra QC se utilizd para corregir los diferentes

factores de respuesta entre y dentro de los lotes.

e La validacion de las muestras QC se utilizd para evaluar cémo de bien el

procedimiento de pretratamiento de datos mejora la calidad de los datos.

Por cada uno de los dos sistemas de extraccidn o procedimientos
analiticos, se realizaron inyecciones de muestras duplicadas de forma aleatoria,
con cada uno de los extractos de calibracién y validacion de QC intercalados

uniformemente a lo largo de toda la ejecucion del lote.

Andlisis LC-MS

Dos instrumentos UHPLC-time-of-flight (TOF)-MS (Barr et al. 2012) se
utilizaron para obtener perfiles dptimos de lipiddmica. El sistema de extraccion 1
fue analizado en Acquity-LCT Premier XE system (Waters Corp., Milford, MA) y el
sistema de extraccion 2 en Acquity-Xevo G2QTOF (Waters Corp., Milford, MA). Se
utilizaron diferentes métodos de UHPLC-MS para cada sistema de extracciéon o
procedimiento y diferentes espectémetros de masas, aunque los dos
espectdometros de masa se usaron como TOF aunque uno de ellos fuera QTOF. Las
condiciones de la separaciéon cromatografica y la espectrometria de masas se

resumen en la tabla 7.
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METODOS DE ANALISIS UHPLC-MS

Sistema de extraccion 1 Sistema de extraccién 2
Tipo de columna UPLC BEH C18, 1,0 x 100 UPLC BEH C18, 2,1 x 100 mm,
mm, 1,7 um 1,7 um
Tasa de Flujo 0,14 ml/min 0,40 ml/min
Disolvente A H,0 + 0,05% Formic Acid H,0 + ACN + 10mM
Ammonium Formate
Disolvente B ACN + 0,05% Formic Acid ACN+ Isopropanol + 10mM
Ammonium Formate
(%B), tiempo 0%, 0 min 40%, 0 min
(%B), tiempo 50%, 2 min 100%, 10 min
(%B), tiempo 100%, 13 min 40%, 15 min
(%B), tiempo 0%, 18 min 40%, 17 min
Temperatura de la Columna 40 °C 60 °C
Volumen de inyeccion 2 ul 3l
Temperatura de la fuente 120 °C 120 °C
Flujo de nebulizacién de N, 600 |/ hora 1000 | / hora
T2 de nebulizacién N, 350 °C 500 °C
Flujo de cono de N, 301/ hora 301/ hora
Potencia de capilaridad 2,8 kv 3,2 kv
Potencia de cono 50V 30V
Modo electrospray de iones Negativo Positivo

Tabla 7: Condiciones de la separacidon cromatografica y la espectrometria de masas.
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Con el fin de examinar la estabilidad del tiempo de retencién y la
sensibilidad del sistema a lo largo de su ejecucién, se analizd un pool de
compuestos estandar, antes y después del conjunto completo de inyecciones de
las muestras, duplicadas y aleatorizadas. La calidad media de proceso de andlisis
fue monitorizada usando cinco extractos repetidos de muestras validadas de QC.
Generalmente, la estabilidad del tiempo de retencién fue < 6 segundos inyeccién
a inyeccion y la precision de masa < 3 ppm para m/z 400-1200, y < 1,2 mDa para
m/z 50-400. Los datos de MS fueron adquiridos en un rango de m/z de 50-1000
para el Sistema de extraccién 1y de m/z 50-1200 para el Sistema de extraccion 2.

La media intralote en valores de %CV, fue 11,12 para ambos sistemas 1y 2.

6.1.3.6. Pretratamiento de los datos

El pretratamiento de los datos generd una lista de areas de los picos
cromatograficos para los lipidos detectados en cada inyeccién de muestra. La
normalizaciéon de los datos se realizo siguiendo el procedimiento descrito por van
der Kloet y cols. (van der Kloet et al. 2009). Se establecié un LOD como tres veces
el nivel de ruido de fondo (muestra de medio de cultivo). Los lipidos con al menos
un valor de muestra bajo el LOD fueron excluidos del andlisis. El ruido de fondo se
restd entonces de los datos y se aplicd un procedimiento de normalizacion
adicional dividiendo cada muestra por su nimero de espermatozoides. Una vez
normalizados, la dimensionalidad del conjunto de datos complejos se redujo para
permitir la facil visualizacién de cualquier agrupacion metabdlica de los diferentes
grupos de muestras. Esto se logré mediante andlisis de datos multivariantes,

incluyendo el analisis de componentes principales no supervisados (PCA) (Jolliffe
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2002) y / o enfoques supervisados ortogonales de minimos cuadrados parciales a

estructuras latentes (OPLS) (Bylesj6é 2006, Wiklund et al. 2008).

También se realizaron analisis estadisticos univariantes calculando los
cambios en el porcentaje del grupo y el p valor del test de Wilcoxon para la
comparacién entre los espermatozoides infértiles (que no conseguian gestacion

(NE)) y fértiles (que si conseguian gestacion (E)).

Todos los datos se procesaron usando el administrador de aplicaciones
TargetLynx para el software MassLynx 4.1 (Waters Corp., Milford, MA, USA). Se
introdujo en el programa un conjunto predefinido de pares de Rt y relacién m/z,
correspondientes a los lipidos incluidos en el analisis. Los cromatogramas de iones
asociados extraidos (ventana de tolerancia de masa = 0,05 Da) detectaron los
picos correspondientes y se redujo el ruido en los dominios de LC y MS de tal
manera que sdélo el software procesaba las caracteristicas relacionadas con los

lipidos verdaderos.

6.1.3.6.1. Normalizacién de los datos y control de calidad

Se calcularon los factores de normalizacidn para cada lipido dividiendo sus
intensidades en cada muestra por la intensidad registrada de un patrén interno
apropiado en esa misma muestra, siguiendo el procedimiento descrito por van

der Kloet y cols. (van der Kloet et al. 2009):

e El estdndar interno mas apropiado para cada variable se definié como el

resultante en una desviacion estandar relativa minima después de la
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correccion calculada a partir de las muestras de calibracion QC en todos
los lotes de andlisis. En general, como cabria esperar, las mejores
tendencias de los estdndares internos siguieron similitudes estructurales

gquimicas entre los compuestos “spike” y las variables enddgenas.

o Se utilizé la regresion lineal (respuesta corregida estandar interna en
funcion de la orden de inyecciéon de la muestra) para estimar, en las
muestras de calibracion QC, cualquier desviacién intralote no corregida
por correccion estandar interna (Martinez-Arranz et al. 2015). Para todas
las variables, la respuesta corregida estandar interna en cada lote se
dividié por su tendencia de derivacion intralote correspondiente, de
manera que los valores de abundancia normalizados de las muestras de
estudio se expresaron con respecto a las muestras de suero de calibracion

de QC calibradas por lotes (fijadas arbitrariamente en 1).

Después de la normalizacién, se evalud la concordancia entre los valores
de la respuesta de la inyeccién de muestra duplicada. Cuando se encontraron
coeficientes de variacion> 30%, se devolvieron los datos correspondientes de
inyeccion de muestra para la inspeccién manual de la integraciéon automatizada
realizada por el software TargetLynx y se realizaron modificaciones cuando fue
apropiado. Los valores cero de respuesta variable de inyeccién de muestras
restantes en el conjunto de datos corregido, se sustituyeron por los valores
“missing” o ausentes antes de promediar para formar el conjunto de datos final

que se utilizé para el estudio de los andlisis estadisticos de la muestra.
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Se aplicd un método suavizado en funcion de la media moévil para la
reduccidon del ruido. Las caracteristicas de LC-MS se identificaron antes del
analisis, ya sea por comparacion de sus espectros de masas precisos y Rt
cromatograficos con los de los estandares de referencia disponibles o, cuando no
estuvieran disponibles, mediante analisis de masa de fragmentos de MS/MS por
Barr y cols en 2012 (Barr et al. 2012). Brevemente, las caracteristicas identificadas
de los iones en el Sistema 1 incluia acidos grasos, acil carnitina, lisofosfolipidos y
acidos grasos, lisofosfolipidos y acidos grasos oxidados. Las caracteristicas idnicas
consideradas para el siguiente andlisis de datos fueron los aductos [M-CO2H]-,
[M-CO2H]-, [M-H]-, [M-CO2H]- and [M-H]- para NEFA, AC, acidos grasos oxidados,
monoacil- 'y  monoeter-fosfatidilcolinas 'y  monoacil- y  monoeter-
fosfatidiletanolaminas o fosfatidilinositoles, respectivamente. El Sistema 2
proporcioné cobertura sobre glicerolipidos, ésteres de colesterol, esfingolipidos y
glicerofosfolipidos. Las caracteristicas idnicas consideradas para el siguiente
analisis de datos de estas clases de lipidos fueron los aductos [M+H]+ para diacil-
o monoeter, monoacil-fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas o
fosfatidilinositoles, monohexosilceramidas y esfingomielinas; [M+H-H20]+ para
ceramidas; [M+Na]+ para diacilgliceroles; [M+NH4]+ para ésteres de colesterol y

triacilgliceroles.

6.1.3.6.2. Analisis estadistico

a) Analisis de datos multivariante
El primer objetivo en el proceso de analisis de datos es reducir la
dimensionalidad del conjunto de datos complejos para permitir la facil

visualizacidon de cualquier agrupacion metabdlica de los diferentes grupos de

94



Material y Métodos

muestras. Esto se ha conseguido mediante el analisis PCA (Jolliffe 2002), y/o OPLS

supervisados (Bylesjo 2006, Wiklund et al. 2008).

En el PCA, la matriz de datos se reduce a una serie de componentes
principales (PC), donde cada uno de ellos es una combinacién lineal de las areas
de los picos de los lipidos. Cada PC sucesivo explica la cantidad maxima de

varianza posible, no explicada por los PC anteriores.

En este analisis se incluyen dos tipos de graficos (figura 17); Scores plot:
presenta las muestras como situadas en los planos de proyeccién descritos por los
PC; Loading plot: muestra la influencia de los lipidos en el agrupamiento que
aparece en el grafico de puntuaciones. La interpretacion de la grafica Score plot,
es facilitada por el grafico de cargas que indica qué variables espectrales son
responsables de los patrones y tendencias encontradas: como los lipidos con
diferentes niveles entre dos grupos aparecen en la misma regién de los gréficos
Score plot y Loading plot, para comprender cdmo se relacionan los lipidos con las

muestras.
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Figura 17: Graficas PCA. Score plot (arriba) y Loading plot (abajo).
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El nimero de componentes o dimensiones del modelo (A) incluidos en el

modelo estd vinculado a la diferencia entre el grado de ajuste y la capacidad
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predictiva (parametro R2 y Q2, respectivamente). R2 proporciona una indicacidn
de cuanto de la variacion dentro del conjunto de datos puede ser explicado por el
modelo (bondad de ajuste). El pardmetro Q2 describe la capacidad predictiva del

modelo (bondad de la prediccidn).

Los pardmetros R2 y Q2 muestran un comportamiento completamente
diferente a medida que aumenta la complejidad del modelo (aumenta A). La
bondad de ajuste, R2, varia entre 0 y 1, donde 1 significa un modelo
perfectamente ajustado y O no encaja en absoluto. Sin embargo, R2 es
incremental y se aproxima a la unidad a medida que A aumenta. Por lo tanto, no
es suficiente tener un R2 alto. Por otra parte, la bondad de la prediccién, Q2, es
menos incremental y no se acercara automaticamente a 1 con el aumento de A.
Ademas, dependiendo del tipo de muestras incluidas en el andlisis, los valores de
corte podrian cambiar, pero usualmente si el valor de Q2 es mas del 20% de R2

gue puede considerarse como un buen modelo de PCA.

La segunda etapa del proceso de analisis de datos se refiere a la
identificacion de los metabolitos que contribuyen al agrupamiento observado en
las graficas PCA. Para este propdsito se utilizd el método OPLS (Bylesjo 2006,
Wiklund et al. 2008). Se trata de un enfoque supervisado, enfocando el analisis
hacia el objetivo del estudio: posibles biomarcadores discriminando entre grupos.
Se crea una variable extra Y para cada muestra, tomando valores discretos 0 para
el primer grupo y 1 para el segundo. La regresion de estos datos permite calcular
nuevos componentes principales; ahora explicando sucesivamente la varianza X-Y
correlacionada maxima. La rotacion de este modelo OPLS permite que la

correlacién interclase (Grupo E - Grupo NE) sea capturada en un solo componente
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predictivo. En este caso, el nimero de dimensiones del modelo (A) es la suma del
componente que explica la variacidn interclase mas los componentes que explica

la variacion intraclase.

El rendimiento del modelo OPLS se evalud utilizando el pardmetro
predictivo R2X, R2Y y Q2Y. R2X y R2Y resumen cudnto de X esta relacionado con Y,
y el porcentaje de Y que explica, proporciona una indicacion de cuanto de X e Y se
explican por todos los componentes ortogonales. El parametro Q2Y describe la
capacidad predictiva del modelo para estimar los datos Y; los valores negativos de

Q2Y indican que el modelo no es valido para separar entre ambas clases.

b) Analisis de datos univariante
Los datos se expresaron como medias o proporciones con sus
correspondientes intervalos de confianza del 95% (IC del 95%) o desviaciones

estandar (DE).

Las variables cuantitativas se compararon entre los grupos utilizando el
test de la t de Student para muestras independientes cuando los datos se
distribuian normalmente (test de Shapiro-Wilk). Se realizaron analisis estadisticos
univariantes de las variables lipiddmicas, calculando los valores de p del test de
Wilcoxon para la comparacidon entre las muestras de las que se obtuvo un
embarazo y aquellas que no lo consiguieron, cuando los datos no siguieron una

distribucién normal.
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e Test de Shapiro-Wilk: se utilizd para probar la normalidad de los datos. Se
aplicé a cada metabolito para detectar si una muestra proviene de una
poblaciédn normalmente distribuida.

e Test de la t de Student y test de Wilcoxon: después de la prueba de
normalidad, los metabolitos se evaluaron mediante el cdlculo de los
cambios en el porcentaje del grupo y el p valor del test de la t de Student
(distribuciéon normal) o Wilcoxon (distribucion no normal) para las

comparaciones incluidas en el estudio.

Para los datos categéricos, el test de Chi-cuadrado se utilizd para

comparar proporciones entre los grupos.

El Volcano Plot se usd para resumir los criterios de tasa de cambio y test
de la t. La tasa de cambio es un nimero que describe cuanto cambia una cantidad
gue va de un grupo inicial (grupo afectado) a un valor final (grupo de control), en
este caso grupo E y NE, por tanto es la proporcion entre la media de las porciones.
El volcano plot (figura 18), es un diagrama de dispersidon eficaz y facil de
interpretar de los valores p negativos transformados en logl0 del test de la t
frente a la tasa de cambio en log2. Los lipidos con niveles diferenciales
estadisticamente significativos segun el test de la t se encuentran por encima de
la linea umbral horizontal. Los lipidos con valores de tasa de cambio grandes se
encuentran lejos de la linea de umbral vertical en log2 tasa de cambio = 0,

indicando si el lipido esta regulado hacia arriba o hacia abajo.
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Figura 18: Volcano Plot. Interpretacién

Se calculd la sensibilidad y especificidad diagndstica y se construyé el
analisis de la caracteristica de funcionamiento del receptor (ROC) trazando la
sensibilidad frente a la tasa de falsos positivos (especificidad-1) de varios valores
de corte para predecir el embarazo. El area bajo la curva ROC (AUC) se calculd
para los parametros lipiddmicos entre los grupos. El valor con la combinacion
Optima de sensibilidad y especificidad se eligié como el valor de corte. La prueba
de cribado ideal es aquella que se aproxima o alcanza la esquina superior
izquierda del gréfico (100% de sensibilidad y 100% de especificidad). También se

calcularon valores predictivos positivos y negativos.

Para todos los test, se consideré estadisticamente significativo un valor de
p inferior a 0,05. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando SPSSv22
(SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.) y utilizando el paquete de software estadistico R
v.3.1.1 (R Development Core Team, 2011; http://cran.r-project.org) con el

paquete MASS, este ultimo para el analisis lipidomico.
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6.2. Protedmica

Con el fin de caracterizar el perfil proteico de los espermatozoides de
varones infértiles como un primer paso para evaluar su implicacion en la
fertilidad, se llevd a cabo una identificacion masiva de proteinas mediante analisis
de cromatografia liquida acoplada en tandem a espectrometria de masas (LC-

MS/MS).

La técnica de SWATH (del inglés Sequential Windowed Acquisition of All
Theoretical Fragment lon Mass Spectra), se emplea para el estudio de expresion
diferencial como técnica de analisis label-free de alta resolucion. Hasta la fecha,
solo se conoce un Unico estudio similar a esta tesis pero de caracterizacién de
plasma seminal de cerdo en el que se emplee esta técnica (Perez-Patino et al.

2016).

6.2.1. Caracterizacion del proteoma de los espermatozoides: Elaboracién de una
libreria de proteinas presentes en los espermatozoides

Con el fin de obtener el maximo numero de proteinas identificadas, se
prepard una mezcla de muestras de espermatozoides (pacientes y donantes), que
constituirian una libreria a partir de la cual llevar a cabo la caracterizacién de
dicho proteoma. Esta libreria sirvio de base para el posterior analisis de
cuantificacion label-free de las muestras objeto de estudio mediante la tecnologia

de SWATH.

Las muestras utilizadas para la elaboracién de la libreria fueron 4
muestras con un recuento > 20 millones de espermatozoides totales en la

muestra, que con el fin de realizar una buena libreria, procedian de dos donantes
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y dos pacientes, presentando todos ellos pardmetros de calidad del semen dentro

de la normalidad.

6.2.1.1. LC-MS/MS

La identificacion de proteinas presentes en los espermatozoides se llevé a

cabo mediante un analisis LC-MS/MS con adquisicion dependiente de datos.

6.2.1.2. Obtencion y preparacion de las muestras de semen

Las muestras fueron obtenidas mediante masturbacién tras 3-5 dias de
abstinencia y tras su licuefaccion fueron evaluadas siguiendo la metodologia
explicada en el apartado 6.1.3.4 de material y métodos. Luego, todas las muestras
fueron preparadas de acuerdo al protocolo de rutina para el tratamiento de ICSl y
se capacitaron mediante la técnica de SU (explicada en el apartado 5 de material y

métodos).

Los donantes son jovenes entre 18 y 35 afios con buen estado de salud
psicofisica y que disponen de plena capacidad de obrar, que tras pasar una
entrevista psicoldgica, declaran que no presentan ningln antecedente personal ni
familiar de ninguna enfermedad genética, hereditaria o que implique un riesgo
afiadido para el proceso de donaciéon y presentan valores de las analiticas
negativos y/o normales (marcadores seroldgicos negativos para VIH 1y 2, VHB,
VHC y de sifilis, hemograma, cariotipo, marcadores negativos para Chlamydia en
una muestra de orina mediante PCR y un cultivo negativo para Gonorrea en una

muestra de semen, grupo sanguineo y Rh y analisis de portadores), vienen a la
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clinica con el fin de ayudar a parejas donde el varén no posee espermatozoides.

En el caso que nos ocupa, ambos donantes tenian 29 anos y fertilidad probada.

En cuanto a los pacientes elegimos dos con caracteristicas totalmente
diferentes, para ampliar lo maximo posible la libreria. Uno de ellos tenia 46 afios,
esterilidad secundaria y semen normozoospérmico; y el otro, 28 afos y esterilidad

primaria, también con semen normozoospérmico.

6.2.1.3. Preparacion de las muestras de semen para su caracterizacion mediante
una libreria
Preparacion de las muestras previa a la separacion del gel

Las muestras analizadas para elaborar la libreria se extrajeron en 100uL de
tampon de lisis (Urea 7M/tiourea 2M /CHAPS al 4%) por agitacion en vortex
durante 30 minutos. El extracto total de proteina se centrifugd durante 10
minutos a 13000 rpm. Después se cogieron 25ug de cada una de las muestras
(n=4) para un total de 100 pg de muestra y se le afiadié el volumen
correspondiente de Laemmli Sample Buffer 1X. De esta forma, las muestras
fueron desnaturalizadas a 952C durante 5 minutos para ser resueltas por
completo en un gel de electroforesis 1D-SDS-PAGE (Bio-Rad 12% ™ Mini-
PROTEAN® TGX ™) (figura 19).
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Figura 19: Gel libreria. Mezcla de 4 muestras:

dos pacientes y dos donantes.

Preparacion del gel y tincion
La electroforesis se realizdé usando un gel Bio-Rad 12% ™ Mini-PROTEAN®
TGX ™. El gel 1D-SDS-PAGE fue tefiido con Comassie coloidal, para visualizar las

proteinas.

Digestion en gel de la libreria

La carrera del gel correspondiente al pool de muestras analizadas (figura
19), se corté en 6 fragmentos para aumentar la identificacion de proteinas y
realizar una caracterizacion completa de la libreria de los espermatozoides. Cada
fraccion de gel se corté en piezas de 1 mm y las muestras se digirieron con tripsina
(Sequencing Grade Trypsin (Promega)) como se describe en el articulo de
Shevchenko (Shevchenko et al. 1996). Se utilizaron 750ng de tripsina en 150 uL de
solucion bicarbonato amdnico 50mM (ABC). La digestién se pard con acido

trifluoroacético (TFA) (concentracion final del 1%), se realizé una doble extraccidn
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con acetonitrilo (ACN) y todas las soluciones de péptidos se secaron en un
evaporador rotatorio. Finalmente las muestras se resuspendieron con 20 uL de

ACN al 2%; TFA al 0,1% dejandolas preparadas para ser analizadas por LC-MS/MS.

6.2.1.4. Analisis de la libreria de proteinas mediante la técnica LC-MS/MS

Se cargaron 5 pL de cada muestra de la libreria en una columna trampa
(NanoLC Column 3u C18-CL, 75umx15cm; Eksigen) y se limpiaron y concentraron
con 0,1% de TFA a 3 pL/min durante 5 minutos. Los péptidos que fueron
eluyendo, se cargaron en una columna analitica (LC Column, 3 p C18-CL,
75umx12cm, Nikkyo) equilibrada en 5% de ACN y 0,1% de acido férmico (FA). La
elucidn de los péptidos se llevd a cabo con un gradiente lineal de 5 a 35% de B en
180 minutos (A: 0,1% FA; B: ACN, 0,1% FA) para una tasa de flujo de
300nL/minuto, es decir, el gradiente de B va aumentando del 5% al 35% y va
eluyendo los péptidos en funcién de su hidrofobicidad (lo menos hidréfobos
primero). Los péptidos se analizaron en un espectrometro de masas nanokESI

gQTOF (5600 TripleTOF, ABSCIEX).

El andlisis mediante MS/MS tripleTOF se realizé en modo de adquisicidn
dependiente de informacidn, en el que se realizd una exploracién MS de 250 ms
de TOF de 350-1250 m/z, seguido de escaneos de iones de 150 ms de 350-1500
m/z en los 25 iones mas intensos con carga 2-5. Esta técnica es dependiente de
informacién, ya que depende de los péptidos mas intensos y estos son los que
fragmenta y analiza por MS/MS. Las ecuaciones de energia de colision se fijaron

para todos los parametros como carga 2+ iones (porque es como lo
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encontraremos cuando se realice la técnica SWATH con las muestras de los

pacientes objeto de estudio).

6.2.1.5. Identificacidn, validacion y cuantificacion de proteinas

Después del LC-MS/MS los archivos de datos obtenidos, se procesaron
utilizando el motor de busqueda ProteinPilot v5.0. (ABSciex). Los parametros por
defecto del ProteinPilot se utilizaron para generar la lista de picos. Todos los
archivos de muestras de la libreria se combinaron en una sola busqueda. Se utilizé
el algoritmo Paragon (4.0.0.0, 4767) de ProteinPilot para buscar en la base de
datos de proteinas Expasy teniendo en cuenta los siguientes pardametros:
especificidad de tripsina, cis-alquilacién, restricciones de taxonomia Homo
sapiens, aplicando un test de correccién multiple (FDR, False Discovery Rate) para

la validacion de los datos.

Para evitar el uso de la misma evidencia espectral en mas de una proteina,
las proteinas identificadas se agruparon basandose en espectros de MS/MS por el
Algoritmo Pro-proteina Pro-Group ™. Por tanto, las proteinas que compartian
espectro MS/MS se agruparon, independientemente de la secuencia del péptido
asignada. Asi, la proteina dentro de cada grupo que podria explicar mas datos
espectrales con confianza, fue representada como la proteina primaria del grupo.
Sélo se enumeraron las proteinas del grupo para las que existia una evidencia
individual (péptidos Unicos con suficiente confianza), generalmente hacia el final

de la lista de proteinas.
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6.2.2. Comparacion del perfil proteico entre muestras de semen que consiguieron
embarazo mediante ICSI

Finalmente y una vez elaborada la libreria de proteinas presentes en los
espermatozoides, procedimos a realizar el estudio en que se basa esta tesis, la
obtencidn del perfil proteico de los espermatozoides y su relacién con la consecucidn

o no del embarazo.

6.2.2.1. Poblacién de estudio: Calculo del tamafo muestral

El tamafo muestral fue establecido tal y como se explica en el 6.1.3.1. de
material y métodos. Ademads, no se definié un resultado de medida unico, ya que
se tenia que evaluar el perfil proteico total. Por tanto se incluyeron 8 muestras de
pacientes cuyas parejas se sometieron a ciclos de ICSI con ovocitos donados con
mas de 1 millén de espermatozoides/mL tras el proceso de capacitacidn por SU.
Estas muestras presentaban concentraciones que iban desde 8 hasta 24 millones
de espermatozoides/mL con una cantidad de espermatozoides por muestra que

iba desde 4 hasta 12,32 millones de espermatozoides totales.

6.2.2.2. Disefio del estudio

El estudio fue prospectivo, analitico y utilizamos el disefio de casos y
controles anidados con los 8 pacientes, incluyendo 4 muestras en el grupo de
pacientes que conseguian gestacion (E) y 4 muestras en el grupo de pacientes que

no lo conseguian (NE).

6.2.2.3. Tratamiento de reproduccion asistida (ICSI) con ovocitos donados

Explicado detalladamente en el apartado 6.1.3.3 de material y métodos.
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6.2.2.4. Obtencién y preparacion de las muestras de semen

Las muestras fueron obtenidas mediante masturbacion tras 3-5 dias de
abstinencia y tras su licuefaccidn evaluadas como se detalla en el apartado 6.1.3.4
de material y métodos. Todas las muestras fueron preparadas de acuerdo al
protocolo de rutina para el tratamiento de ICSI. Todas las muestras se capacitaron

mediante la técnica de SU (explicada en el apartado 5 de material y métodos).

Una vez realizado el SU, se recuperaron alicuotas de diferente volumen
del sobrante de la muestra que se utilizaba para la realizacién del ciclo de ICSI, sin
comprometer el éxito del tratamiento. Las muestras se congelaron en nitrégeno
liquido por inmersion directa sin crioprotector y se mantuvieron en el congelador
a -20°C a la espera de conocer su resultado de gestacién para asignarlas al grupo
de estudio correspondiente y poder proceder a la realizacion de su andlisis. Una
vez recopiladas las 8 muestras de pacientes y clasificadas en dos grupos de
acuerdo a su habilidad para conseguir o no embarazo en paralelo a previos
estudios realizados por nuestro grupo (Garcia-Herrero et al. 2010a, Garcia-
Herrero et al. 2010b, Garcia-Herrero et al. 2011, Garrido et al. 2013), estas fueron

separadas y analizadas usando la técnica de SWATH (tabla 8).

Tipo de muestra | Gestacion | Numero de muestras

si 4
Espermatozoides

NO 4

Tabla 8: Clasificacion de las muestras analizadas en el estudio.
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6.2.2.5. Preparacion de las muestras de semen para el analisis proteémico de
expresion diferencial
Preparacion de las muestras previa a la separacion del gel

Una vez conocido el resultado de gestacién de los pacientes incluidos en
el estudio, se descongelaron las muestras a temperatura ambiente y se

prepararon para su separacion en gel.

En este caso, las muestras fueron preparadas de manera muy similar a las
muestras utilizadas para elaborar la libreria. Las proteinas de los espermatozoides
fueron extraidas en 50uL de tampdn de lisis (Urea 7M, tiourea 2M y CHAPS al 4%)
y se agitaron con vortex durante 30 minutos. El extracto total de las proteinas se
centrifugd 10 minutos a 13000 rpm. Todas las muestras fueron mezcladas con
Laemmli Sample Buffer 1X y desnaturalizadas durante 5 minutos a 952C. Estas
muestras se cargaron en un gel de electroforesis 1D-SDS-PAGE (Bio-Rad Any

kD™Mini-PROTEAN® TGX™).

Preparacion del gel y tincion

La electroforesis se realizd6 wusando un gel Bio-Rad Any
kD™MIini-PROTEAN® TGX™. La electroforesis se detuvo una vez que la muestra
entrd en el gel resolutivo. El gel 1D-SDS-PAGE fue teiido con Comassie coloidal,

para visualizar las proteinas (figura 20).
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2 4 5 8 11 12 13 i
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Figura 20: Gel de muestras de pacientes que se sometieron a ciclos de ICSI
dentro del programa de ovodonacién. Las del grupo E (logran embarazo) son las

muestras 8, 11, 13 y 15; mientras que las del grupo NE (no logran embarazo) son

las muestras 2,4, 5y 12.

Cada carrera del gel correspondiente se cortd, y las muestras fueron
digeridas con tripsina (Sequencing Grade Trypsin (Promega)) (Shevchenko et al.
1996). Para ello se utilizaron 750ng de tripsina en 150 pL de solucion ABC. La
digestidn se pard con TFA (concentracion final 1%), se realizé una doble extraccion
con ACN vy todas las soluciones de péptidos se secaron en un evaporador
rotatorio. Finalmente las muestras se resuspendieron con 7 pL de ACN al 2%; TFA

al 0,1%, dejandolas preparadas para ser analizadas mediante LC-MS/MS-SWATH.

6.2.2.6. Analisis de las muestra mediante la metodologia SWATH LC-MS/MS

El SWATH™-MS o espectrometria de masas de adquisiciéon independiente
de datos es un método de analisis basado en LC-MS/MS en el que todos los iones
dentro de un rango de m/z seleccionado se fragmentan y analizan en una segunda
etapa de espectrometria de masas en tandem. (Gillet et al. 2012, Hopfgartner et

al. 2012, Perez-Patino et al. 2016).

Para los experimentos basados en la metodologia SWATH-MS, el
instrumento (SCIEX TripleTOF 5600) se configuré como se describe por Gillet y

cols. (Gillet et al. 2012). Brevemente, el espectrémetro de masas fue manejado en
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un modo de fragmentacién independiente de datos. Se utilizéd una ventana de
aislamiento de 16 Da (15 Da de eficiencia éptima de transmision de iones y 1 Da
de solapamiento de ventanas), se construyé un conjunto de 37 ventanas

solapadas que cubrian el intervalo de masa 350-1250 Da.

Se cargaron 5 pL de cada muestra en una columna trampa (columna
NanoLC, 3 um C18-CL, 75 um x 15 cm, Eksigent) y se limpiaron y concentraron con
TFA al 0,1% a 3 pL / min durante 5 minutos. Los péptidos que iban eluyendo, se
cargaron en una columna analitica (columna LC, 3 pum C18-CL, 75 um x 12 cm,
Nikkyo) equilibrada en ACN al 5% 0,1% FA. La elucion del péptido se llevd a cabo
con un gradiente lineal de 5 a 35% de B en 180 minutos (A: 0,1% de FA, B: ACN,
0,1% de FA) a un caudal de 300 nL/min. Los péptidos eluidos se infundieron en el

espectrometro de masas nanoESI qQTOF (ABSSCIEX TripleTOF 5600).

6.2.2.7. Identificacion, validacion y cuantificacion de proteinas

Los datos obtenidos del experimento con la técnica SWATH, se analizaron
utilizando el software PeakView® (v2.2, AB SCIEX) de acuerdo con el siguiente

esquema (figura 21).

Los picos de la ejecucion de SWATH se extrajeron con un umbral de

confianza del péptido del 95% y una tasa de FDR del 1%.
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(from shotgun identification library) (pseudo-reversed sequence)
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Figura 21: esquema de anadlisis del PeakView® (v2.2, AB SCIEX). 1) Analisis del péptido elegido a

través de la digestion de la proteina en todos sus péptidos; 2) Cromatograma del péptido elegido,
encontramos el pico del péptido elegido a determinado Rt y los picos incluidos dentro de él
corresponden a los picos de las diferentes transiciones de ese péptido; 3) Valor del péptido elegido;
a su vez, por otro lado tenemos 4), 5) y 6) que corresponde a la validacion del proceso con una

confianza del 95%.

6.2.2.8. Analisis estadistico

El objetivo de nuestro estudio, aparte de la obtencion del perfil proteico
de muestras de pacientes infértiles que se someten a ciclos de TRA (en concreto
OVODONY/ICSI), es comparar el perfil proteico entre muestras de semen que

consiguieron embarazo y las que no, y describir sus diferencias.
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Para ello determinamos la significancia estadistica (p valor) y la tasa de
cambio. Con esta informacién seleccionamos de todas las proteinas identificadas,
aquellas que se encontraban en cantidades diferentes en un grupo frente al otro de
manera significativa, y con la tasa de cambio determinamos en que grupo se

encontraban las proteinas en mayor cantidad, analizando el grupo E frente al NE.

La comparacidon de los grupos E y NE se realizé a partir de los datos

cuantitativos de SWATH obtenidos con PeakView®.

El problema mas habitual al que nos enfrentamos en cualquier tipo de
estudio bioestadistico son las bases de datos en las que el numero de variables de
interés son mucho mayor que el ndmero de observaciones que se disponen.

Ademas, tenemos el problema de si las obsesrvaciones son independientes o no.

Bajo este tipo de condiciones, realizar inferencia utilizando los modelos
clasicos mas conocidos como esl test t, el ANOVA o el chi cuadrado, nos llevan a
otros tipos de problemas como: 1) el aumento del error de tipo | o aumento del error
tipo Il al intentar reducir el error de tipo | y 2) el no disponer de los suficientes grados

de libertad para poder estimar todos los pardmetros del modelo.

Entre los métodos mas adecuados que nos permiten construir modelos para
resolver este tipo de situaciones en las que tenemos mas variables que muestras,
tenemos los métodos de regresion con penalizacién (Ridge, Lasso y Elastic Net) y los

métodos de proyeccion o de reduccién de dimension (PLS).
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a) Método de regresion multiple con penalizacion: Elastic-Net

Entre todas las técnicas utilizadas para el encogimiento de los coeficientes
de regresion a cero utilizamos la técnica Elastic-Net. Esta restriccion es una
combinacion de dos técnicas (Ridge y Lasso), luego permite mas variables en el

modelo.

b) Métodos de reduccion de dimension

Estos métodos transforman las variables predictivas originales (proteinas)
y las ajustan a un modelo de minimos cuadrados usando las variables
transformadas. Para ello se siguen dos pasos: 1) la obtencion de la transformacién
de las variables predictivas y 2) la estimaciéon del nuevo modelo de regresion
usando esos nuevos predictores. La eleccion de estos nuevos predictores se
puede realizar a través del PCA o minimos cuadrados parciales (PLS, siglas en

inglés).

Aplicacion De PLS-DA

El PLS es un método de reduccién de dimension donde primero se
identifica un nuevo conjunto de variables de una forma supervisada, es decir,
utiliza la variable respuesta con el fin de identificar nuevas variables que no sélo
se aproximan a las variables originales, sino que también estan relacionadas con la
variable respuesta. En resumen, el método PLS intenta encontrar direcciones que
ayuden a explicar la variable respuesta (embaraza-no embaraza) y las variables
predictivas (diferentes proteinas). Su principal ventaja con respecto al PCA es que

se necesitan menos componentes para explicar la variable respuesta.
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En este caso vamos a aplicar el PLS-DA, método PLS pero combinado con

analisis discriminante, debido a que la variable respuesta es cualitativa.

6.2.2.9. Analisis funcional. GO, DAVID y String

La interpretacion de los largos listados de proteinas que se obtienen de
los experimentos realizados en esta tesis, fueron un auténtico reto y fue gracias a
la ontologia génica como se pudieron interpretar. La ontologia se define como
una manera formal de estructurar el conocimiento bioldgico, refiriéndose a los

genes y a sus productos génicos.

En un primer paso, la GO, divide en tres dominios diferentes: funciones
moleculares, procesos bioldgicos y componentes celulares, que a su vez se

subdividen en otros.

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

ensamblaje de una o mds funciones moleculares de manera ordenada.

El analisis bioinformatico de las proteinas identificadas y validadas se

realizé manualmente utilizando la base de datos UniProt KB (www.uniprot.org).
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Este analisis permitié elucidar las diferentes funciones y procesos en los que las
proteinas identificadas y validadas estarian presuntamente implicadas. Las

proteinas sin similitud con las entradas de la base de datos no se consideraron.

Ademas se utilizd la base de datos DAVID (https://david.ncifcrf.gov), que
provee de una interpretacién funcional de amplias listas de genes derivados de
estudios gendmicos y basados en el GO. Esta base de datos integra y aglomera
millones de identificadores de genes y proteinas de gran variedad de fuentes de

informacién genéticas publicas proporcionando una anotacién heterogénea.

Los listados de proteinas diferenciales identificadas mediante el andlisis
de PLS-DA se analizaron mediante la herramienta bioinformatica de DAVID
utilizado dos backgrounds distintos, el proteoma humano y el total de proteinas
cuantificadas con SWATH, lo que nos porporciond una serie de términos

ontoldgicos estadisticamente afectados, asi como una serie de rutas metabdlicas.
Por ultimo se llevd a cabo el andlisis String (andlisis de redes de asociacién

de proteinas funcionales, https://string-db.org) con el fin de averiguar si las

proteinas encontradas estaban relacionadas entre si.
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Resultados

V.RESULTADOS
1. Metaboldmica: Lipidomica
1.1. UHPLC-MS

Se puso a punto la técnica de UHPLC-MS para la identificacion de lipidos

en muestras de semen.

1.2. Aplicacién de la técnica UHPLC-MS en muestras de pacientes destinadas
propiamente a tratamientos

Para la aplicacion de esta técnica en nuestro estudio se obtuvieron 10
alicuotas de las muestras capacitadas de pacientes que acudieron a la clinica IVI
Valencia a realizarse un ciclo de IAH. Estas muestras se analizaron comparandolas
con un control positivo que correspondia al medio que se utilizd para
preparar/capacitar las muestras mediante SU. Tras la aplicacion de los dos
sistemas de extraccién (CHCl;/MeOH y MeOH) se obtuvieron un total de 212
lipidos que se encontraban en las muestras de espermatozoides. Se considera que
se encontraba en mayor cantidad (sistema de extraccién CHCls/MeOH, tabla 9; y
sistema de extraccion MeOH, tabla 10), si el lipido se encontraba en una cantidad
de 3 o mas veces de lo que se encontraba en el medio de capacitacidn; que se
encontraba en menor cantidad, si no se detectaba el lipido en las muestras; y
equivalente al blanco, si el valor del lipido no superaba el limite establecido de 3

veces el valor de si mismo en el medio.
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Familias de metabolitos (lipidos) Numero de lipidos
SE ENCONTRABA MAYOR CANTIDAD _

Gllcerollpldos
Diacilgliceridos _

Triacilgliceridos

Glicerofosfolipidos _

1-eter, 2-acilglicerofosfocolina

1-eter, 2-acilglicerofosfoetanolamina _

Dmcnlglncerofosfocolma

—
Diacilglicerofosfoinositol
—
—
Esfingomielina
m—

Tabla 9: Metabolitos que SE ENCONTRABAN EN MAYOR
CANTIDAD utilizando el sistema de extraccién CHCl;/MeOH.
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Familias de metabolitos

Numero de lipidos

SE ENCONTRABA EN MAYOR CANTIDAD 28
Acilcarnitinas 2
(en blanco) 2
Acidos biliares 3
Taurina-conjugada acidos biliares 3
Glicerofosfolipidos 23
1-Monoacilglicerofosfocolina 5
1-Monoacilglicerofosfoetanolamina 4
1-Monoetherglicerofosfoetanolamina 5
2-Monoacilglicerofosfocolina 5

2-Monoacilglicerofosfoetanolamina 4

Tabla 10: Metabolitos que SE ENCONTRABAN EN MAYOR
CANTIDAD utilizando el sistema de extraccion MeOH.

En lineas generales, detectamos 212 metabolitos entre los dos sistemas
de extraccion que se encontraban en mayor cantidad en las muestras de
espermatozoides. La mayor parte de ellos son glicerolipidos (fosfatidilcolinas,

etanolaminas e inositoles) y esfingolipidos (esfingomielinas y ceramidas).

1.3. Comparacién del perfil lipidico entre muestras de semen que consiguieron

embarazo mediante ICSI y las que no

1.3.1. Demograficos

Como se muestra en la tabla 11, ambos grupos de estudio (E y NE), son
comparables, ya que entre los parametros y caracteristicas estudiadas no se

encuentran diferencias estadisticamente significativas.
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CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
GESTACION S| (E)

GESTACION NO (NE) p valor

CALIDAD EMBRIONARIA-FRECUENCIAS

N 21 15
EDAD MUIJER 38,614,81 39+4,42
IMC 22,5%2,67 22,4+4,1
FOLICULOS ANTRALES 13,313,64 11,443,05
OVOCITOS MADUROS (MII) 9,6815,01 8,8613,9
TASA FECUNDACION 79,5%16,9 80,8+16,4
TRANFER EMBRIONES 1,86+0,351 1,790,426

CARACTERISTICAS DEL SEMEN

EDAD VARON 42,7+5,04 43,516,26
VOLUMEN 2,93%1,02 2,3910,738
ESPERMATOZOIDES PROGRESIVOS 41,5+13,7 42,7+15,3
ESPERMATOZOIDES NO PROGRESIVOS 8,3215,18 5,9213,82
ESPERMATOZOIDES INMOVILES 50,2114,8 51,8%15,5
TOTAL ESPERMATOZOIDES 148+103 1474102
TOTAL DE ESPERMATOZOIDES

PROGRESIVOS 60,3+41,7 57,2140,1
MORFOLOGIA NORMAL 4,38+2,2 4,07+2,59
ALTERACIONES DE CABEZA 90,9%20,5 95,5+3,57
ALTERACIONES PIEZA MEDIA 35,6112,2 30,619,42
ALTERACIONES DE COLA 13,8+7,66 13,2+7,56

p valor = 0,393

Test Chi cuadrado con p valor simulado (basado en 2000 réplicas)

*Pr(z) correlacidn significativa con respuesta variable

Tabla 11: Caracteristicas de los pacientes participantes en el estudio.
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1.3.2. Analisis de datos multivariante

Comenzamos a agrupar las muestras usando una grdfica de Score de PCA,
comparando los espermatozoides que lograron embarazo (E) versus
espermatozoides que no lograron embarazo (NE). Nuestro modelo de analisis de
PCA se generé utilizando 22 muestras E y 16 muestras NE y las muestras QC
(figura 22). La reproducibilidad del analisis se evalu6 mediante un analisis
multivariante no supervisado de todas las muestras y las muestras QC incluidas en
el estudio. Dado que el andlisis PCA, muestra la variabilidad entre las muestras, la
superposicidn de las inyecciones de QC proporciona una buena indicacién de la de

la reproducibilidad y calidad de las mediciones.

12
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-6-M-M-0-N-1E-16-14-12-10-F 65 4 2 0 2 4 6 B 01214 19 13 20 22 24 26 26 30 32 34 30 36 40 42 44 46 45 50 52 M 50
1]

@ QC Validation Samples ® Cell Samples

Figura 22: Modelo PCA de muestras y controles de calidad. Puntos en negro, muestras de

validacidn (QC) correspondientes al medio de cultivo, y puntos en azul, muestras de semen.

Una vez validada la calidad del experimento, se retiraron las inyecciones
de QC del analisis y se generd un modelo de PCA con todas las muestras. La figura
23 muestra que las muestras nimero 35 del grupo E y nimero 24 del grupo NE, se

encontraban fuera del rango establecido (delimitado por la elipse). Sin embargo,
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una inspeccidn adicional de los datos relativos a esas muestras, mostré que la
muestra 35 tenia niveles elevados de unos pocos glicerofosfolipidos, mientras que
la muestra 24 mostraba niveles elevados de la mayoria de las especies lipidicas. La
inspeccion de los datos también mostré que la muestra numero 11 del grupo E,
aunque estaba dentro del rango establecido, tenia niveles mas altos de la mayoria
de las especies lipidicas. Teniendo esto en cuenta, las muestras 11 y 24 (cada una
de un grupo, E y NE respectivamente) se clasificaron como outlaiers y se retiraron

del andlisis, mientras que la muestra 35 se mantuvo en el estudio.

Dag

A No A Yes

Figura 23: Modelo de PCA de todas las muestras de semen analizadas, las que consiguen

embarazo (E, tridangulos blancos) y las que no lo consiguen (NE, tridngulos negros).

Después de eliminar estos valores atipicos u outlaiers, el PCA (figura 24)
mostré una distribuciéon aleatoria de muestras sobre los dos primeros
componentes principales t [1] y t [2], indicando que el contenido global de lipidos
en los espermatozoides no se separa segun su capacidad fecundante. El modelo

OPLS supervisado, no se muestra, ya que mostré una capacidad predictiva
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negativa, lo que indica que no era vélido separar los dos grupos usando todos los
lipidos encontrados en nuestro estudio. También se aplicaron analisis estadisticos
multivariantes después de la transformacién logaritmica o de la raiz cuadrada,

pero no se encontrd ningun modelo.

2]
o
N
A
5
5
.

A No A Yes

Figura 24: Modelo de PCA de muestras de semen analizadas que consiguen
embarazo (E, tridngulos blancos) y que no lo consiguen (NE, triangulos

negros), excluyendo las dos muestras que presentaban valores atipicos.

1.3.3. Analisis de datos univariante

El volcano plot mostrado en la figura 25 refleja los lipidos mas
significativos, considerados individualmente para la comparacion de los
espermatozoides NE frente al E. Este tipo de representacion de los datos (volcano

plot) destaca los lipidos individuales mas detectados diferencialmente,

considerando los diferentes valores de p para cada lipido (0,05; 0,01; 0 0,001) y la
tasa de cambio positiva o negativa en los espermatozoides del grupo NE frente al
E. La mayoria de los lipidos aparecieron en niveles mas altos en espermatozoides

gue no mostraron capacidad de gestacion.
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Figura 25: Volcano plot: representacién de [log2(tasa de cambio, efecto) vs .loglO(p-valor,

significancia)] para la comparacién entre muestras del grupo NE frente a las del grupo E. AC: acil

carnitina , Cer: ceramida, CMH: monohexosilceramidas , Cho: colesterol, ChoE: colesterol ester,

DAG: diacilglicérido, LPC: lisofosfatidilcoina , LPE: lisofosfatidiletanolamina, LPI: lisofosfatidilinositol ,

MUFA: acidos grasos monoinsaturados , PC: fosfatidil colina , PE: fosfatidiletanolamina , PI:

fosfatidilinositol, PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados , SM: esfingomielinas , TAG: triacilglicéridos.
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En la tabla 12 se muestran los 10 lipidos alterados de las 151 especies
lipidicas diferentes detectadas en las muestras de semen destinadas a los
tratamientos de ICSI que se encontraban en mayor abundacia de forma
estadisticamente significativa en las muestras del grupo NE, oscilando su tasa de
cambio desde 1,10 a 1,30, el p valor < 0,05 y aplicando una tasa de FDR del 1%.

Las 151 especies lipidicas se encuentran en la tabla 13.

Todas las ceramidas con significancia estadistica eran diferentes y
consistian en un resto de esfingosina de 18 carbonos (sphing-4-enina) que esta
amida-unido a un grupo acilo graso de cadena larga. Varias esfingomielinas
también se encontraron en niveles mas altos en espermatozoides a partir de los
cuales no se consiguié embarazo, la mayoria de los cuales también contenian el
resto sphing-4-enina. Ademas, tres glicerofosfolipidos: la lisofosfatidilcolina PC (O:
0/20:0) y dos especies plasmalégeno PC (0-22:0/20:4) y PE (P-16:0/18:2), fueron

significativamente mayores en los espermatozoides sin capacidad fecundante.
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Log,
Grupo NE Grupo E p valor
Formula lipidica (tasa de

(media * DE) (media + DE) (<0,05)
cambio)

Ceramida, Cer(d18:1/22:0) 6,04 +5,44 2,83 +3,38 1,10 3,58E-02
Ceramida, Cer(d18:1/23:0) 0,39+0,37 0,17 +£0,16 1,23 4,27E-02
Ceramida, Cer(d18:1/24:0) 2,02 +1,99 0,89 + 0,96 1,18 4,63E-02
Esfingomielinas, SM(38:1) 1,74 +1,63 0,77 £0,99 1,18 3,89E-02
Esfingomielinas, SM(d18:1/22:0) 0,95+ 0,90 0,39+0,51 1,28 2,78E-02
Esfingomielinas, SM(42:1) 1,45+1,34 0,59+0,76 1,29 2,55E-02
Esfingomielinas, SM(d18:1/25:0) 0,28 +0,23 0,12+0,13 1,20 1,67E-02
1 or 2-Monoacilglicerofosfocolinas, 0,07 £ 0,06 0,03 +0,04 1,20 3,95E-02
PC(0:0/20:0)
1-ether, 2-acilglicerofosfocolinas, 0,31+0,26 0,13+0,16 1,22 1,05E-02

PC(0-22:0/20:4)

1-ether, 2-acilglicerofosfoetanolaminas, 1,15+1,08 0,53 +0,54 1,12 4,07E-02
PE(P-16:0/18:2)

Tabla 12: Metabolitos afectados, estadisticamente significativos, dependiendo de la capacidad de

fecundacion (consecucién o no del embarazo).

Entre los lipidos encontrados en los grupos E y NE se incluyeron
ceramidas: (Cer)(d18:1/22:0), Cer(d18:1/23:0), Cer(d18:1/24:0), y esfingomielinas:
(SM)(38:1), SM(d18:1/22:0), SM(42:1), y SM(d18:1/25:0). De forma adicional, 1 o
2-monoacilgricerofosfocolinas PC(0:0/20:0), 1-eter, 2-acilglicerofosfocolinas PC(O-
22:0/20:4) y acilglicerofosfoetanolaminas, 1-eter, 2-acilglicerofosfoetanolaminas

PE(P-16:0/18:2); mostraron diferentes niveles entre grupos (tabla 12).

Considerando la clasificacion de metabolitos en funcién de las clases de
lipidos, no de lipidos unicos, los andlisis estadisticos univariantes mostraron

mayores niveles de monoacilglicerofosfocolina con un acido graso esterificado en
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la posicidn sn-2 en espermatozoides infértiles en comparacién con los fértiles. La
2-monoacilglicerofosfocolina (glicerofosfolipido) fue la Unica suma de metabolitos
(familia quimica) que salié estadisticamente significativa (p-valor = 0,0394) en el

grupo NE (se puede encontrar informacion detallada en la tabla 14).
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Grupo NE Analisis ROC

IDENTIFICACIO | FORMULA Tasa de indice
N LIPiDICA QuimMICA cambio Youden

Cer(d18:1/20:0) | C38H75NO3 | 22,40 | 20.50 | 11.76 | 15.02 | 0.10 1.91 0.66 | 0.40 | 0.90 | 0.75 | 0.68 | 0.30 | 32.95
Cer(d18:1/22:0) | C40H79NO3 | 6,04 | 5.44 | 2.83 | 338 | 0.04 2.14 071 | 0.87 | 052 | 0.57 | 0.85 | 0.39 1.67
Cer(d18:1/23:0) | C41H8INO3 | 0,39 | 037 | 017 | 0.16 | 0.04 2.35 0.70 | 0.87 | 055 | 0.59 | 0.85 | 0.42 0.12
Cer(d18:1/24:0) | C42H83NO3 | 2,02 | 1.99 | 089 | 096 | 0.05 2.27 0.70 | 0.40 | 0.95 | 0.86 | 0.68 | 0.35 2.82
Cer(d18:1/24:1)

+ 1,75 | 122 | 1.24 | 095 | 0.1 1.41 0.63 | 093|033 | 050|088 | 027 0.59
Cer(d18:2/24:0)

Cer(42:3) 1,83 | 079 | 1.87 | 123 | 091 0.98 055 | 0.80 | 0.48 | 0.52 | 0.77 | o0.28 1.24
CMH(dgfﬂ/ 16: | caon77N08 | 12,74 | 1460 | 7.36 | 957 | 0.6 1.73 0.64 | 0.87 | 0.48 | 0.54 | 0.83 | 0.34 2.69
CMH(dgfﬂ/ 22 | cagngoNos | 621 | 652 | 378 | 590 | 0.8 1.64 0.64 | 0.80 | 053 | 0.57 | 0.77 | 0.33 1.38
CMH(dgfﬂ/ 24 | caghosnos | 2,70 | 295 | 121 | 189 | 006 2.24 0.69 | 0.80 | 0.60 | 0.60 | 0.80 | 0.40 0.46
CMH(dll;m/ 2% | cagnoinos | 092 | 081 | 057 | 083 | 0.08 1.61 0.67 | 093 | 038 | 0.52 | 0.89 | 0.31 0.14
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Cholesterol C27H460 0,42 0.51 0.19 0.17 0.12 2.27 0.66 0.33 | 0.95 | 0.83 | 0.67 0.29 0.46
ChoE(20:4) C47H7602 0,00 0.00 0.00 0.00 0.75 0.65 0.54 1.00 | 0.21 | 0.62 | 1.00 0.21 0.00
ChoE(22:6) C49H7602 0,02 0.03 0.02 0.03 0.62 1.18 0.56 0.88 | 0.42 | 0.68 | 0.71 0.30 0.01
PC(16:0/16:0) C40H§0N08 0,84 0.59 0.68 0.42 0.57 1.22 0.56 0.80 | 0.43 | 0.50 | 0.75 0.23 0.41
PC(32:1) 0,18 0.11 0.17 0.11 0.86 1.04 0.52 0.80 | 0.43 | 0.50 | 0.75 0.23 0.10
PC(14:0/18:2) C40H|736N08 0,08 0.04 0.07 0.05 0.61 1.05 0.55 1.00 | 0.29 | 0.50 | 1.00 0.29 0.03
PC(16:0/18:0) C42H|834N08 0,51 0.38 0.42 0.34 0.34 1.22 0.60 0.87 | 0.43 | 0.52 | 0.82 0.30 0.20
PC(16:0/18:1) C42H|832N08 0,15 0.12 0.10 0.07 0.34 1.47 0.60 0.33 | 0.95 | 0.83 | 0.67 0.29 0.23
PC(16:0/18:2) C42H|8)0N08 0,02 0.01 0.02 0.01 1.00 1.02 0.50 0.67 | 0.47 | 0.64 | 0.50 0.13 0.02
PC(14:0/20:4) C42H|736N08 0,04 0.02 0.05 0.04 0.40 0.97 0.59 0.86 | 0.43 | 0.50 | 0.82 0.29 0.03
PC(18:0/18:1) C44H|836N08 0,11 0.08 0.08 0.06 0.21 1.42 0.63 0.87 | 0.43 | 0.52 | 0.82 0.30 0.04
PC(18:0/18:2) C44H'8:4N08 0,02 0.01 0.02 0.01 0.97 0.97 0.50 0.93 | 0.24 | 0.47 | 0.83 0.17 0.01
PC(16:0/20:4) C44HiON08 0,01 0.01 0.01 0.01 0.79 0.95 0.59 0.80 | 0.52 | 0.55 | 0.79 0.32 0.01
PC(18:3/18:3) C44H'7:6N08 2,29 1.51 2.55 2.61 0.92 0.90 0.51 1.00 | 0.24 | 0.48 | 1.00 0.24 0.90
PC(20:0/18:2) C46H'8>8N08 0,31 0.14 0.28 0.19 0.69 1.08 0.60 0.80 | 0.43 | 0.50 | 0.75 0.23 0.20
PC(18:0/20:3) C46H'8)6N08 0,11 0.05 0.13 0.13 0.46 0.83 0.55 0.87 | 0.38 | 0.50 | 0.80 0.25 0.06
PC(38:5) 0,06 0.04 0.06 0.04 0.70 0.94 0.54 0.90 | 0.27 | 0.63 | 0.67 0.17 0.03
PC(38:5) 0,13 0.09 0.14 0.10 0.73 0.97 0.54 0.38 | 0.87 | 0.80 | 0.50 0.25 0.16
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PC(16:0/22:6) C46HiON08 0,99 0.52 1.01 0.66 0.92 0.98 0.53 0.73 | 0.48 | 0.50 | 0.71 0.21 0.84
PC(18:0/22:4) C48H§8N08 0,05 0.02 0.06 0.04 0.85 0.90 0.52 0.33 | 0.93 | 0.88 | 0.50 0.27 0.08
PC(40:5) 0,08 0.05 0.10 0.10 0.87 0.82 0.52 1.00 | 0.24 | 0.48 | 1.00 0.24 0.03
PC(18:0/22:6) C48H|834N08 0,53 0.34 0.71 0.73 1.00 0.74 0.50 | 0.87 | 0.38 | 0.50 | 0.80 0.25 0.29
PC(20:3/20:4) C48H|832N08 0,06 0.05 0.08 0.07 0.45 0.76 0.59 0.63 | 0.64 | 0.71 | 0.54 0.26 0.05
PC(18:1/22:6) C48H|832N08 0,17 0.11 0.22 0.17 0.39 0.76 0.59 0.62 | 0.67 | 0.72 | 0.56 0.29 0.18
PC(40:8) 0,12 0.09 0.13 0.12 0.92 0.91 0.51 0.67 | 0.53 | 0.67 | 0.53 0.20 0.08
PC(34:3) 0,03 0.02 0.03 0.02 0.71 1.07 0.56 0.80 | 0.43 | 0.50 | 0.75 0.23 0.02
PC(36:3) 0,07 0.04 0.09 0.06 0.45 0.85 0.58 0.38 | 0.87 | 0.80 | 0.50 0.25 0.10
PC(31:0) 0,73 0.47 0.64 0.36 0.70 1.15 0.54 | 0.33 | 0.95 | 0.83 | 0.67 0.29 1.24
PE(16:0/18:1) C39H|736N08 10,58 | 12.20 4.18 5.20 0.06 2.53 0.69 0.80 | 0.57 | 0.57 | 0.80 0.37 1.82
PE(16:0/18:2) C39H'7:4N08 0,69 0.52 0.42 0.25 0.18 1.64 0.63 0.40 | 0.90 | 0.75 | 0.68 0.30 0.71
PC(16:0/17:0) 1,28 0.92 0.95 0.60 0.20 1.35 0.58 0.40 | 0.90 | 0.75 | 0.68 0.30 1.71
PC(33:1) 0,11 0.07 0.10 0.06 0.68 1.11 0.54 | 0.33 | 0.90 | 0.71 | 0.66 0.24 0.17
PC(15:0/18:2) C41H'7>8N08 0,03 0.02 0.02 0.01 0.28 1.31 0.61 0.27 | 1.00 | 1.00 | 0.65 0.27 0.04
PE(18:1/18:2) C41H'7:6N08 0,26 0.26 0.14 0.12 0.13 1.86 0.66 0.69 | 0.68 | 0.60 | 0.76 0.38 0.16
PE(16:0/20:4) C41H'7D4N08 0,97 0.52 0.86 0.66 0.59 1.13 0.58 0.47 | 0.76 | 0.58 | 0.67 0.23 1.07
PE(20:5/16:0) C41H'7>2N08 0,20 0.11 0.19 0.15 0.77 1.09 0.59 0.78 | 0.54 | 0.54 | 0.78 0.32 0.16
PC(17:0/18:1) 0,07 0.06 0.06 0.04 0.42 1.23 0.55 0.60 | 0.57 | 0.50 | 0.67 0.17 0.05
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PC(17:0/18:2) 0,03 0.02 0.03 0.02 0.82 0.97 0.52 0.67 | 0.48 | 0.48 | 0.67 0.14 0.02
PC(15:0/20:3) C43HiON08 0,20 0.17 0.19 0.15 0.91 1.05 0.51 0.71 | 0.50 | 0.68 | 0.54 0.21 0.11
PC(15:0/20:4) C43H:>8N08 0,03 0.01 0.02 0.02 0.66 1.13 0.63 0.83 | 0.53 | 0.56 | 0.82 0.36 0.02
PE(18:0/20:4) C43H|738N08 1,01 0.43 1.07 1.01 0.80 0.94 0.55 0.40 | 0.76 | 0.55 | 0.64 0.16 1.22

PE(38:5) 0,93 0.61 0.75 0.49 0.47 1.25 0.57 0.29 | 0.90 | 0.67 | 0.66 0.19 1.44
PE(20:4/18:2) C43H|734N08 0,33 0.25 0.22 0.16 0.23 1.50 0.63 0.85 | 0.44 | 0.52 | 0.80 0.29 0.13
PE(16:0/22:6) C43H|734N08 12,06 8.67 13.06 | 11.43 1.00 0.92 0.50 0.38 | 0.73 | 0.67 | 0.46 0.11 11.67
PC(19:1/18:2) 0,18 0.09 0.18 0.17 0.31 0.96 0.61 0.83 | 0.52 | 0.50 | 0.85 0.36 0.11
PC(17:0/20:3) 0,15 0.10 0.16 0.15 0.68 0.96 0.54 0.60 | 0.57 | 0.50 | 0.67 0.17 0.11
PC(17:0/20:4) 0,12 0.05 0.13 0.11 0.72 0.92 0.54 0.79 | 0.48 | 0.50 | 0.77 0.26 0.09
PC(17:0/20:4) 0,03 0.01 0.04 0.03 0.97 0.81 0.51 0.21 | 1.00 | 1.00 | 0.46 0.21 0.08
PE(18:0/22:6) C45H|738N08 7,64 5.49 8.02 7.53 0.75 0.95 0.53 0.93 | 0.24 | 0.47 | 0.83 0.17 3.36
PC(15:0/22:6) C45H'7:8N08 0,87 0.45 0.96 0.77 0.66 0.91 0.51 0.52 | 0.67 | 0.69 | 0.50 0.19 0.92
P1(18:0/20:3) C47H§5013 0,13 0.16 0.08 0.08 0.77 1.57 0.56 0.40 | 0.80 | 0.50 | 0.73 0.20 0.12
P1(18:0/20:4) C47H'§3013 0,06 0.07 0.03 0.04 0.30 1.72 0.62 0.75 | 0.56 | 0.56 | 0.75 0.31 0.02
P1(16:0/20:4) C45HZ9013 0,61 0.54 0.31 0.25 0.11 2.00 0.67 0.46 | 0.89 | 0.75 | 0.70 0.35 0.57
P1(18:0/22:6) C49H'§3013 0,69 0.61 0.74 1.06 0.33 0.94 0.60 0.92 | 0.50 | 0.55 | 0.91 0.42 0.19

DG(34:2) 0,11 0.10 0.08 0.05 0.97 1.33 0.50 0.33 | 0.90 | 0.71 | 0.66 0.24 0.14

DG(36:4) 0,56 0.41 0.47 0.42 0.53 1.19 0.60 0.87 | 0.43 | 0.52 | 0.82 0.30 0.23
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Resultados

16:)0(:/(3;:0) 0,21 0.15 0.22 0.19 0.70 0.95 0.54 0.77 | 0.45 | 0.48 | 0.75 0.22 0.12
PC(16:1e/14:0) 0,32 0.34 0.22 0.15 0.52 1.48 0.58 0.82 | 0.39 | 0.45 | 0.78 0.21 0.13
16?0(:/(1(-)6-:0) 0,11 0.07 0.13 0.10 1.00 0.89 0.50 0.93 | 0.24 | 047 | 0.83 0.17 0.05
PC(16:1e/16:0) 0,21 0.18 0.16 0.13 0.36 1.34 0.59 0.80 | 0.52 | 0.55 | 0.79 0.32 0.09
PC(34:0e) 0,20 0.13 0.18 0.13 0.51 1.12 0.57 0.36 | 0.89 | 0.71 | 0.65 0.25 0.33
PC(34:1e) 0,23 0.12 0.24 0.21 0.81 0.94 0.56 0.80 | 0.48 | 0.52 | 0.77 0.28 0.11
16:,0(}(;)8-:2) C42H|832NO7 0,04 0.02 0.07 0.07 0.70 0.57 0.54 0.38 | 0.93 | 0.89 | 0.52 0.31 0.07
PC(16:1e/18:1) 0,13 0.09 0.12 0.09 0.78 1.07 0.53 0.67 | 0.52 | 0.50 | 0.69 0.19 0.07
PC(18:1e/18:1) 0,03 0.03 0.06 0.07 0.24 0.55 0.62 0.40 | 0.87 | 0.80 | 0.52 0.27 0.06
PC(16:1e/20:3) 0,24 0.17 0.16 0.15 0.15 1.50 0.67 0.71 | 0.62 | 0.56 | 0.76 0.33 0.14
16:)0(:/(202-:4) 0,12 0.05 0.17 0.12 0.14 0.72 0.60 0.40 | 0.86 | 0.80 | 0.50 0.26 0.18
PC(16:1e/22:6) 8,35 2.90 12.39 | 11.46 0.14 0.67 0.55 0.33 | 1.00 | 1.00 | 0.52 0.33 13.65
PC(18:1e/22:4) 0,33 0.08 0.47 0.39 0.14 0.70 0.51 0.35 | 1.00 | 1.00 | 0.48 0.35 0.54
PC(40:5¢e) 0,01 0.00 0.01 0.01 0.04 0.52 0.64 0.63 | 0.88 | 0.92 | 0.50 0.51 0.01
PC(22:1e/20:4) 0,08 0.07 0.04 0.05 0.06 1.84 0.70 0.86 | 0.61 | 0.63 | 0.85 0.47 0.02
ZZTOC/(;JO-A) CSOH'E:4NO7 0,31 0.26 0.13 0.16 0.01 2.33 0.77 1.00 | 0.53 | 0.62 | 1.00 0.53 0.03
PE(O-16:0/18:1) 14,07 | 13.07 8.96 10.97 0.19 1.57 0.63 0.73 | 0.55 | 0.55 | 0.73 0.28 3.72
PE(P-16:0/18:2) 1,15 1.08 0.53 0.54 0.05 2.18 0.70 0.79 | 0.55 | 0.55 | 0.79 0.34 0.31
PE(18:1e/18:1) 12,42 12.95 5.49 6.05 0.07 2.26 0.68 0.40 | 0.95 | 0.86 | 0.68 0.35 16.18
PE(16:1e/20:4) 2,62 2.76 1.16 1.13 0.08 2.27 0.67 0.87 | 0.48 | 0.54 | 0.83 0.34 0.61
PE(18:1e/20:4) 0,96 0.99 0.42 0.40 0.12 2.30 0.66 0.80 | 0.55 | 0.57 | 0.79 0.35 0.25
PE(16:1e/22:6) 23,00 | 11.65 | 26.29 | 21.81 0.43 0.88 0.52 0.93 | 0.29 | 0.48 | 0.86 0.22 11.07
SM(d18:0/14:0) | C37H77N20 0,49 0.37 0.36 0.34 0.18 1.35 0.63 0.67 | 0.67 | 0.59 | 0.74 0.33 0.30
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Resultados

6P

SM(d18:0/15:0) 1,14 1.17 0.71 0.71 0.37 1.60 0.59 0.33 | 0.89 | 0.71 | 0.63 0.23 1.22
SM(d18:0/16:0) C39H;3P2N20 0,71 0.63 0.49 0.51 0.18 1.45 0.63 0.67 | 0.67 | 0.59 | 0.74 0.33 0.40
SM(d18:0/18:0) C41H:P5N20 0,64 0.64 0.37 0.37 0.21 1.73 0.63 0.33 | 1.00 | 1.00 | 0.68 0.33 1.17
SM(d18:0/22:0) C45H69§N20 1,20 1.40 0.69 0.96 0.11 1.74 0.66 0.73 | 0.60 | 0.58 | 0.75 0.33 0.33
SM(d18:1/12:0) C35H67PlN20 0,56 0.42 0.40 0.31 0.24 1.41 0.62 0.47 | 0.81 | 0.64 | 0.68 0.28 0.51

SM(32:1) 0,34 0.30 0.22 0.20 0.10 1.56 0.67 0.80 | 0.62 | 0.60 | 0.81 0.42 0.15

SM(33:1) 0,22 0.16 0.17 0.13 0.39 1.30 0.59 0.33 | 0.90 | 0.71 | 0.66 0.24 0.36
SM(d18:1/16:0) C39H68PONZO 1,04 0.91 0.58 0.54 0.08 1.80 0.67 0.33 | 1.00 | 1.00 | 0.68 0.33 1.73
SM(d18:2/16:0) 0,22 0.18 0.15 0.11 0.63 1.42 0.55 0.47 | 0.90 | 0.78 | 0.70 0.37 0.26
SM(d18:1/17:0) 0,34 0.26 0.24 0.21 0.24 1.41 0.62 0.80 | 0.48 | 0.52 | 0.77 0.28 0.17
SM(d18:1/18:0) C41H68':1N20 0,69 0.63 0.39 0.36 0.18 1.79 0.63 0.33 | 0.95 | 0.83 | 0.67 0.29 1.32

SM(36:2) 0,17 0.14 0.12 0.07 0.57 1.45 0.56 0.40 | 0.90 | 0.75 | 0.68 0.30 0.24

SM(38:1) 1,74 1.63 0.77 0.99 0.04 2.27 0.70 | 0.73 | 0.67 | 0.61 | 0.78 0.40 0.70
SM(d18:2/20:0) 0,27 0.24 0.20 0.20 0.80 1.37 0.53 0.47 | 0.86 | 0.70 | 0.69 0.32 0.37

SM(39:1) 0,14 0.13 0.07 0.08 0.12 2.07 0.65 0.87 | 0.52 | 0.57 | 0.85 0.39 0.03
SM(d18:1/22:0) C45H:PlN20 0,95 0.90 0.39 0.51 0.03 242 0.72 0.73 | 0.67 | 0.61 | 0.78 0.40 0.40
SM(d16:1/24:1) C45H:'§)N20 0,10 0.08 0.06 0.05 0.15 1.69 0.64 | 0.40 | 0.90 | 0.75 | 0.68 0.30 0.12
SM(d18:1/23:0) C46H:'3N20 0,17 0.16 0.08 0.09 0.06 217 0.69 0.87 | 0.52 | 0.57 | 0.85 0.39 0.04
SM(d18:1/23:1) 0,09 0.06 0.06 0.05 0.11 1.50 0.64 | 0.53 | 0.76 | 0.62 | 0.70 0.30 0.07
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Resultados

SM(d18:1/24:1)

+ 037 | 025 | 024 | 021 | 013 1.50 0.65 | 0.60 | 0.71 | 0.60 | 0.71 | 0.31 0.28
SM(d18:2/24:0)
SM(42:3) 011 | 006 | 009 | 0.06 | 0.24 1.29 0.62 | 0.47 | 0.81 | 0.64 | 0.68 | 0.28 0.11
SM(d18:2/14:0) 014 | 011 | 0.09 | 007 | 031 1.61 0.60 | 0.40 | 0.95 | 0.86 | 0.69 | 0.35 0.21
SM(42:1) 1,45 | 134 | 059 | 076 | 0.04 2.45 072 | 073 | 0.76 | 0.69 | 0.80 | 0.50 0.63
SM(d18:1/25:0) 028 | 023 | 012 | 013 | 0.04 2.30 0.74 | 0.86 | 0.60 | 0.60 | 0.86 | 0.46 0.08
SM(43:2) 020 | 010 | 015 | 011 | 0.25 1.29 064 | 053 | 081|067 |071| 034 0.22
SM(38:0) 1,85 | 198 | 116 | 160 | 0.24 1.59 062 | 0.67 | 0.60 | 0.56 | 0.71 | 0.27 0.81
SM(31:1) 034 | 028 | 019 | 015 | 0.07 1.82 0.68 | 050 | 0.81 | 0.64 | 0.71 | 0.31 0.28
TG(50:4) 001 | 000 | 002 | 004 | 0.46 0.30 0.59 | 044 | 0.80 | 0.80 | 0.44 | 0.24 0.01
TG(52:5) 001 | 001 | 002 | 002 | 055 0.63 0.56 | 0.79 | 0.45 | 0.50 | 0.75 | 0.24 0.01
TG(56:5) 004 | 003 | 012 | 019 | 0.65 0.32 0.55 | 042 | 0.86 | 0.80 | 0.52 | 0.28 0.05
TG(56:7) 079 | 077 | 250 | 410 | 0.36 0.32 059 | 048 | 0.80 | 0.77 | 0.52 | 0.28 0.93
TG(56:8) 1,50 | 1.06 | 359 | 679 | 0.97 0.42 0.50 | 0.93 | 029 | 0.48 | 0.86 | 0.22 0.69
TG(58:6) 014 | 010 | 046 | 0.70 | 0.06 0.29 0.56 | 032 | 1.00 | 1.00 | 0.48 | 0.32 0.43
TG(58:8) 043 | 047 | 137 | 226 | 0.28 0.31 061 | 025 1.00 | 1.00 | 0.50 | 0.25 1.83
TG(58:9) 048 | 053 | 1.06 | 1.83 | 0.92 0.45 051 | 033|087 | 078|048 | 0.20 0.68
TG(58:10) 020 | 020 | 071 | 1.44 | 058 0.29 057 | 033|091 086|045 | 0.24 0.42
AC(8:0) C15H29NO4 | 026 | 030 | 0.14 | 0.16 | 035 1.88 061 | 031|094 | 080|063 025 0.49
AC(12:0) C19H37NO4 | 0,16 | 0.15 | 0.14 | 0.16 | 0.65 1.11 0.55 | 0.85 | 039 | 050 | 0.78 | 0.24 0.06
AC(14:1) 037 | 042 | 033 | 034 | 073 1.11 0.54 | 053 | 0.65 | 0.53 | 0.65 | 0.18 0.26
24:1n-9 C24H4602 | 035 | 048 | 015 | 0.11 | 0.38 2.28 0.59 | 0.60 | 0.65 | 0.56 | 0.68 | 0.25 0.14
14:2 1,02 | 126 | 049 | 061 | 025 2.08 062 | 073 ] 052|052 |073| 026 0.27
11-HETE C20H3203 | 0,01 | 002 | 001 | 001 | 0.17 2.08 064 | 053|076 | 062|070 | 030 0.01
9-HETE C20H3203 | 0,01 | 001 | 0.00 | 001 | 0.1 1.85 063 | 093 |032|052|08 | 025 0.00
PC(0:0/20:0) | C28H58NO7 | 0,07 | 0.06 | 0.03 | 0.04 | 0.04 2.29 071 | 093 | 0.45 | 0.54 | 0.90 | 0.38 0.01

136




Resultados

p
LPC(19:1) 0,05 0.04 0.02 0.02 0.14 1.90 0.66 0.50 | 0.81 | 0.60 | 0.74 0.31 0.04
LPC(22:1) 0,12 0.12 0.06 0.06 0.07 2.10 0.71 0.64 | 0.83 | 0.70 | 0.79 0.47 0.08

PE(0:0/22:4) C27Hi8NO7 0,35 0.38 0.21 0.20 0.23 1.71 0.62 0.47 | 0.81 | 0.64 | 0.68 0.28 0.26
LPI(16:0) 0,66 0.57 0.44 0.52 0.15 1.50 0.64 | 0.87 | 0.43 | 0.52 | 0.82 0.30 0.20
LPI(16:0) 0,30 0.29 0.18 0.17 0.12 1.67 0.65 0.87 | 0.48 | 0.54 | 0.83 0.34 0.10
LPI(18:0) 0,21 0.21 0.09 0.08 0.07 2.25 0.68 0.47 | 0.86 | 0.70 | 0.69 0.32 0.17
LPI(18:0) 0,15 0.16 0.07 0.07 0.09 2.14 0.67 0.47 | 0.90 | 0.78 | 0.70 0.37 0.14
LPI(18:1) 0,23 0.23 0.12 0.13 0.09 1.84 0.67 0.73 | 0.57 | 0.55 | 0.75 0.30 0.08
LPI(18:2) 0,07 0.08 0.06 0.08 0.61 1.20 0.55 0.67 | 0.62 | 0.56 | 0.72 0.29 0.03
LPI(20:4) 0,07 0.08 0.06 0.08 0.63 1.18 0.55 0.73 | 0.52 | 0.52 | 0.73 0.26 0.02
LPI(20:4) 0,06 0.06 0.05 0.06 0.41 1.19 0.58 0.93 | 0.24 | 0.47 | 0.83 0.17 0.01
LPI(22:6) 0,41 0.41 0.48 0.47 0.97 0.85 0.50 1.00 | 0.24 | 0.48 | 1.00 0.24 0.10

PE(O-16:0/0:0) 3,68 2.74 2.74 1.97 0.37 1.34 0.59 1.00 | 0.24 | 0.48 | 1.00 0.24 0.88

PE(16:2¢/0:0) 2,02 2.18 0.91 0.86 0.06 2.22 0.69 0.47 | 0.90 | 0.78 | 0.70 0.37 1.85

PE(P-18:2/0:0) 0,32 0.35 0.16 0.12 0.12 2.09 0.65 0.53 | 0.81 | 0.67 | 0.71 0.34 0.28

PE(20:1e/0:0) 0,26 0.24 0.11 0.12 0.06 2.25 0.69 0.80 | 0.60 | 0.60 | 0.80 0.40 0.06

PE(20:2¢/0:0) 0,81 0.91 0.36 0.43 0.08 2.28 0.68 0.53 | 0.85 | 0.73 | 0.71 0.38 0.72

PE(20:3¢/0:0) 0,57 0.58 0.31 0.27 0.20 1.82 0.63 0.60 | 0.76 | 0.64 | 0.73 0.36 0.42

Tabla 13: Comparacioén lipidica entre muestras del grupo E y NE. Los valores de p reflejan los valores obtenidos en los test de la t para muestras de
distribucién normal o pruebas de Wilcoxon para muestras no distribuidas normalmente. Las diferencias estadisticamente significativas estdn marcadas en
negrita. Sens = sensibilidad; Espec = especificidad; PPV: valores predictivos para los positivos; NPV: valores predictivos para negativos. Cer Ceramidas; CMH
Monohexosilceramidas; ChoE ésteres de colesterol, PC fosfatidilcolinas, PE fosfatidiletanolaminas; Pl fosfatidilinositoles; SM Esfingomielinas; TG

Triacilgliceroles; LPC lisofosfatidilcolinas; LPE lisofosfatidiletanolaminas; AC Acil carnitinas; LPI lisofosfatidilinositoles
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Resultados

CLASE LiPIDO

SUBCLASE

Grupo NE

Media

DE

Grupo E

Media

DE

p
valor

Tasa de
cambio

Area
bajo la
curva

Analisis de curvas ROC

Acylcarnitines | Acylcarnitines AC 073 | 068 | 057 | 054 | 036 1.28 059 | 060 | 070 | 060 | 0.70 | 030 | 050
Non-esterified | Monounsaturat | 0 035 | o048 | 015 | 011 | 038 228 059 | 060 | 065 | 056 | 068 | 025 | o0.14
fatty acids ed fatty acids
Non-esterified | Polyunsaturate | o\ 102 | 126 | 049 | 061 | 025 2.08 062 | 073 | 052 | 052 | 073 | 026 | 027
fatty acids d fatty acids
Non-esterified Unsaturated UFA 136 | 154 | 063 | 068 | 024 2.15 062 | 033 | 095 | 083 | 067 | 029 | 1.27
fatty acids fatty acids..
Non-esterified | Non-esterified | NEFA_to | .0 | 1) | 063 | 068 | 024 2.15 062 | 033 | 095 | 083 | 067 | 029 | 127
fatty acids fatty acids tal
Non-esterified |\ ccr omegao | NEFA° | 035 | 04s | o015 | 011 | 038 228 059 | 060 | 065 | 056 | 068 | 025 | o0.14
fatty acids mega_9

Arachidonic
Oridized fatty | acid-derived | AAdoxF | ) | 0> | 001 | 001 | 015 207 064 | 053 | 076 | 062 | 070 | 030 | o001
acids oxidized fatty A

acids
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Resultados

Glycerolipids Diacylglycerols DAG 0.67 0.46 0.55 0.44 0.36 1.21 0.59 0.67 0.57 0.53 0.71 0.24 0.43
Glycerolipids Triacylglycerols TAG 3.50 2.93 9.64 166'6 0.68 0.36 0.54 0.19 1.00 1.00 0.47 0.19 14.84
2=
Glycerophosph Monoacylglycer
olipids o 2-MAPC 0.07 0.06 0.03 0.04 0.04 2.29 0.71 0.93 0.45 0.54 0.90 0.38 0.01
phosphocholine
Glycerophosph | Lysophosphatid LPC 015 | 016 | 007 | 008 | 012 213 067 | 050 | 0.8 | 067 | 075 | 036 | 0.13
olipids ylcholines
Glycerophosph Diacylglycero
. . . DAPC 10.73 4.99 10.70 7.23 0.66 1.00 0.55 0.40 0.81 0.60 0.65 0.21 14.65
olipids phosphocholine
1-ether, 2-
Glycerophosph |\ 1 cerophos | MEMAP | 1064 | 332 | 1464 | 125 | 02 0.73 052 | 029 | 1.00 | 1.00 | 050 | 029 | 16.75
olipids ;i C 4
phocholine
Glycerophosph | Phosphatidylch PC 2138 | 777 | 2533 | 2% | 090 0.84 051 | 1.00 | 024 | 048 | 1.00 | 024 | 1013
olipids olines 1
2-
Monoacylglycer
Glycer.o;.)hosph o 2-MAPE 0.35 0.38 0.21 0.20 0.23 1.71 0.62 0.47 0.81 0.64 0.68 0.28 0.26
olipids
phosphoethano
lamine
1-
Glvceronhosnh Monoetherglyc
yeeropnosp ero 1-EPE 766 | 622 | 457 | 327 | o008 1.68 067 | 093 | 038 | 052 | 089 | 031 | 232
olipids
phosphoethano
lamine

139



file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3383
file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3404
file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3425
file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3467
file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3488
file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3509
file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3509
file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3530
file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3551
file:///C:/Users/ngarrido/Dropbox/NICOLAS%20GARRIDO%20PUCHALT/Articulos%20y%20proyectos%20en%20marcha/Proyecto%20Rocio%20Metabolómica,%20proteómica%20y%20respiración/Resultados%20Rocío%20Lipidómica/Spermatozoa_IVI_12_0005_Report%20TABLAS%20PAPER%20NGP.xlsx%23RANGE!C3572

Resultados

Glycerophosph

Lysophosphatid

s vl LPE 035 | o038 | 021 | 020 | 023 171 062 | 047 | 081 | 064 | 068 | 028 | 026
p ethanolamines
Diacylglyceroph
I hosph 20. 21.
Glycerophosp ospho DAPE 3445 | 298| 2578 6| 039 1.20 059 | 047 | 081 | 064 | 068 | 028 | 39.20
olipids X 7 1
ethanolamine
1-ether, 2-
Glycerophosph | acylglycerophos | MEMAP | o, |, | 341 | )0, | 298 | g 1.29 061 | 040 | 090 | 075 | 068 | 030 | 6832
olipids pho E 4 0
ethanolamine
Glycerophosph | - Phosphaticyl PE 8859 | >33 | 7080 | 0| 031 1.25 060 | 047 | 08 | 070 | 069 | 032 | 102.87
olipids ethanolamines 2 4
Glycerophosph Diacylglycero
Voli 'i’ds PR | ohosphoinosito | DAPI 122 | 127 | 108 | 121 | 073 1.13 054 | 027 | 090 | 067 | 062 | 017 | 203
P |
Lysophosphatid
G'chlri‘"i’::s"h vl LPI 215 | 197 | 155 | 142 | 037 138 059 | 040 | 086 | 067 | 067 | 026 | 226
P inositols
o . 29.7 205
Sphingolipids Ceramides Cer 34.43 3 18.70 5 0.12 1.84 0.65 0.40 0.95 0.86 0.69 0.35 50.32
Sphingolipids | Mononexosylce | CMH_tot |, oo | 242 | 50 | 172 ] o qq 1.81 066 | 087 | 048 | 054 | 083 | 034 | 421
ramides al 9 9
Sphingolipids | Sphingomyelins SM 15.56 136'4 874 | 853 | 0.14 1.78 065 | 087 | 043 | 052 | 082 | 030 | 374
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Resultados

sterols Ch‘E"sztriry' ChoE 002 | 003 | 002 | 003 | 046 1.03 058 | 083 | 043 | 065 | 067 | 026 | o001
+SM+CHM+ . 45,
Sphingolipids | <" SFSBC sL 72.57 63;8 39.94 526 0.10 1.82 066 | 040 | 095 | 0.86 | 069 | 035 | 103.46
Glycerophosph PC+PE+LPC+LPE
olipids + +PI+LPI+PS+PG ":e:i":z 187.47 1179' 139.8 9':’3'0 0.29 134 061 | 047 | 076 | 058 | 0.67 | 023 | 209.40
Diacylglycerols +LPG(+DAG) P
Triacylglycerols
+ Cholesteryl TAG+ChoE StL‘i"?j:' 352 | 295 | 965 1%6 0.68 036 054 | 019 | 1.00 | 1.00 | 047 | 019 | 14.87
Esters P
PC+PE+LPC+LPE
.. +PI+LPI+PS+PG ..
Allthe lipids | 7 o0 20 | Lipids 073 | 068 | 057 | 054 | 036 1.28 059 | 060 | 070 | 060 | 0.70 | 030 | 050
G+NEFA+SL
Mitocho
Mitochondrial | o\ pspp | MArialel | go g | 533 1 Sagq | 480 | g3y 1.25 060 | 047 | 086 | 070 | 069 | 032 | 102.87
glycerolipids ycerolipi 2 4
ds
Glycerophosph PE PEMT PCPEM | 1036 | 362 | 1476 | 31 | o073 0.70 054 | 029 | 1.00 | 1.00 | 050 | 029 | 1739
olipids T 7
Glycerophosph PC PEMT PEPEM | o325 | 421 | 6131 | B7 | 034 1.19 060 | 047 | 081 | 064 | 068 | 028 | 82383
olipids T 4 8
PC including
Glycerophosph | 1 hexanoic | PCDMA | 11.03 | 396 | 1543 | 37 | 080 071 053 | 024 | 100 | 1.00 | 048 | 024 | 1901
olipids acid (DHA) 0
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Resultados

Non-esterified 13.8

. SM_DAG | 16.23 929 | 878 | 014 1.75 065 | 033 | 095 | 0.83 | 067 | 029 | 2848
fatty acids 2
cerami',dcesa"d Cer PC | 55.80 32‘0 44.03 22‘7 0.27 127 061 | 040 | 086 | 067 | 067 | 026 | 7541
Glvcerophosph PCincluding
Voli '?ds P anaquidonic | PC_20.4 | 079 | 038 | 065 | 044 | 020 121 063 | 087 | 043 | 052 | 082 | 030 | o044
P acid
Glycerophosph PE including
Voli ‘i‘ds P anaquidonic | PE_20.4 | 672 | 517 | 441 | 313 | 031 152 060 | 033 | 095 | 083 | 067 | 029 | 11.14
P acid
ChoE_LP
ChoE and LPC . 022 |o021| 012 | 013 | 008 1.88 068 | 050 | 08 | 070 | 072 | 036 | o018
Cho01 and PC Chol PC | 2180 | 7.95 | 25.52 1‘%'6 0.82 0.85 052 | 067 | 057 | 053 | 071 | 024 | 2053

Tabla 14: Clasificacion de lipidos entre las muestras de E y NE. Los valores de p reflejan los valores obtenidos en los ensayos t para muestras de distribucién
normal o pruebas de Wilcoxon para muestras no distribuidas normalmente. Las comparaciones estadisticamente significativas estdan marcadas en negrita. IY =

indice de Youden, Sens. = Sensibilidad; Especificidad = especificidad; PPV: valores predictivos para los positivos; NPV: valores predictivos para negativos.
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Resultados

1.3.4. Analisis de curvas ROC

Cuando se evalud el poder predictivo de los lipidos individuales y de las
clases de lipidos, varias moléculas mostraron prometedoras habilidades
predictivas (tablas 13 y 14). Particularmente, la capacidad predictiva de
pronosticar el embarazo fue mejor para las ceramidas, con un AUC de
aproximadamente 0,70, con una sensibilidad de casi 90% para Cer (d18: 1/22: 0) y
Cer (d18: 1/23: 0) y especificidad de 0,95 para Cer (d18: 1/24: 0) (figura 26). El
valor predictivo positivo para esta ultima es elevado, 0.86, por lo tanto es una
forma de resumir el rendimiento de una prueba diagndstica. Un patrén similar se
encontré para los lipidos individuales PC(0-22:0/20:4) y PE(P-16:0/18:2),
SM(38:1), SM(d18:1/22:0), SM(42:1) y SM(d18:1/25:0); y la clase lipidica

monoacilglicerofosfocolina (figura 27).
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Figura 26: Curvas ROC ceramidas (Cer).
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Figura 27: Curvas ROC: PC (fosfatidilcolina), PE (fosfatidiletanolamina)

y SM (esfingomielina).
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2. Proteémica

2.1. Caracterizacion del proteoma de los espermatozoides: Elaboracién de una
libreria de proteinas presentes en los espermatozoides

2.1.1. Caracterizacion de las muestras

Tal y como se ha comentado en el apartado 6.2.1. de material y métodos,
para este estudio se reclutaron 4 muestras con un TMP en fresco > 20 millones.
Con el fin de realizar una buena libreria, las 4 muestras elegidas procedian de dos

donantes y dos pacientes. Las caracteristicas de las muestras se presentan en la

tabla 15.
Concentracion TOT TMP
Edad (afios) PROG (%)
(millones/mL) spz (millones)
Donante 1 29 38 19 83 83
Donante 2 29 67 33,5 74 74
Paciente 1 46 38 19 58 58
Paciente 2 28 102 51 48 48

Tabla 15: Caracteristicas de las muestras utilizadas para generar la libreria. TOT spz:
millones de espermatozoides en la muestra analizada tras capacitar mediante SU;
PROG: porcentaje de espermatozoides que presentan movilidad progresiva; TMP:

total de espermatozoides méviles progresivos en la muestra capacitada.

2.1.2. Analisis de la libreria de proteinas mediante la técnica LC-MS/MS

Un total de 2946 proteinas se identificaron con un FDR del 1% con
restriccion de taxonomia (Homo sapiens). La lista completa de las 2946 proteinas

con su cédigo de acceso, nombre de la proteina, especie, péptidos de cada
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proteina (95%), nombre del gen, fiabilidad de la identificacion y el % de la

cobertura de secuencia (% Cov) se encuentra en el anexo 1.

La libreria (datos protedmicos obtenidos con LC-MS/MS) se depositd en el
Consorcio ProteomeXchange a través del repositorio de socios PRIDE (Vizcaino et

al. 2016) con el identificador del conjunto de datos PXZD006309.

2.2. Comparacion del perfil proteico entre muestras de semen que consiguieron
embarazo mediante ICSI y las que no
2.2.1. Demograficos

Como se muestra en la tabla 16, ambos grupos de estudio (E y NE) son
comparables, ya que el Unico pardmetro en el que se encuentran diferencias
estadisticamente significativas, es en la edad de la mujer. Esta diferencia tiene
sentido si tenemos en cuenta que al ser la n muy pequeia, hay pocos datos sobre la
edad de las pacientes y todas presentan mas o menos la misma edad (entorno a los
40-42 afios) por lo que los datos estdn muy cerca unos de otros, con lo cual la
minima diferencia entre los grupos va a salir significativa y mas si tenemos en cuenta
gue la desviacién tipica es muy pequefia. La diferencia de estos datos con una n

mayor seria comparable y no significativa.
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CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

GESTACION SI (E) GESTACION NO (NE) p valor

N 4 4
EDAD MUJER 40,2+0,5 43,5:1
mc 22,713,17 23,9+1,86
0OVOCITOS MADUROS (MII) 11+3,16 11,5 0,577
TASA DE FECUNDACION 82,9+20,7 70+19,5
Ne EMBRIONES TRANSFERIDOS 1,750,5 1,510,577

CARACTERISTICAS DEL SEMEN

EDAD VARON 37,243,77 40,2+1,5

VOLUMEN 3,38+1,25 2,25+0,957
CONCENTRACION 59,8128,1 60+25,6
ESPERMATOZOIDES PROGRESIVOS 4815,23 369,27
ESPERMATOZOIDES NO PROGRESIVOS 8,254,111 11,5+9,68
ESPERMATOZOIDES INMOVILES 43,8+7,59 52,5+11,7
TOTAL ESPERMATOZOIDES 195+104 146+83,2
TOTAL DE ESPERMATOZOIDES PROGRESIVOS 96,8160 54,3132
MORFOLOGIA NORMAL 4,5+2,08 4,25%1,26
ALTERACIONES DE CABEZA 9412,71 9542,16
ALTERACIONES PIEZA MEDIA 32,5£18,3 31+11,7
ALTERACIONES DE COLA 21,5+15,7 31+11,7

Prueba estadistica Mann-Whitney no paramétrica para muestras independientes

*p valor < 0,05. Significancia estadistica

Tabla 16: Caracteristicas de los pacientes participantes en el estudio.

2.2.2. Analisis de las muestra mediante la metodologia SWATH LC-MS/MS
En las 8 muestras analizadas (4 muestras por grupo (E y NE)), se
cuantificaron 2228 proteinas (anexo 2). Todas las proteinas se encuentran

incluidas dentro de la libreria previa (anexo 1).
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2.2.3. Andlisis estadistico

Como se ha comentado anteriormente, se determind la significancia
estadistica (p valor) y la tasa de cambio de las proteinas identificadas con el fin de
seleccionar aquellas que se encontraban en cantidades diferentes en un grupo frente
al otro de manera significativa, y ver en qué grupo se encontraban las proteinas en
mayor cantidad, analizando el grupo E frente al NE. En este caso se considerd que

presentaba significancia estadistica cuando el valor de p era <0,05.

Como podemos ver en la tabla 17, de las 2228 proteinas identificadas, 53 de
ellas presentaban un p valor <0,05. Aquellas sombreadas en azul, presentaban una

funcién conocida y relacionada con la reproduccidn y espermatogénesis.

UniprotKB Nombre Tasa

/ Cédigo corto de la Nombre proteina p-valor cambio

acceso proteina (E/NE)

Q5VvVU69 CA189 Proteina no caracterizada C1lorf189 0,01288 6,17

Glicoproteina 1 de membrana asociada a
P11279 LAMP1 0,02179 5,40
los lisosomas

Proteina de ensamblaje de nucleosomas 1-

P55209 NP1L1 ko1 0,00519 4,82
P48723 HSP13 Proteina de 70 kDa de choque témico 13 0,00824 4,60
A8MZ97 CBO74 Proteina no caracterizada C2orf74 0,02588 4,54
P62269 RS18 40S Proteina ribosomal S18 0,02583 3,72

Cadena catalitica gamma fosforilasa b
P15735 PHKG2 0,00286 3,38
quinasa, isoforma hepatica/testiculo

Q6UWQ5 LYZL1 Proteina similar a lisozima 1 0,02068 3,06

Subunidad alfa-3 ATPasa transportadora
P13637 P13637 0,01091 3,02
de sodio / potasio
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UniprotkKB Nombre Tasa
/Cédigo corto de la Nombre proteina p-valor cambio
acceso proteina (E/NE)
Q9BZW7 75G10 Proteina del gen 10 especifico del testiculo  0,04356 2,93
Q9BVGY PTSS2 Fosfatidilserina sintasa 2 0,00379 2,83
Qoul46 DNAI1L Dineina cadena intermedia 1, axonema 0,01434 2,46
Q6DD88 ATLA3 Atlastina-3 002109 2,33
Proteina asociada a la espermatogénesis
Q8TB22 SPT20 0,02282 2,20
20
Q86UT6 NLRX1 NLR miembro de la familia X1 0,03517 2,18
Metalo-endopeptidasa de tipo membrana
Q495T6 MMELL ) 003617 2,18
P15259 PGAM?2 Fosfoglicerato mutasa 2 0,04511 2,16

WAP proteina del dominio central de
Q8IUAO WEDCS 0,04663 2,12
cuatro disulfuros 8

A1LOTO ILVBL Proteina del tipo acetato sintasa 0,01206 2,11
Q16222 UAP1 UDP - N - acetilhexosamina pirofosforilasa  0,02165 2,10
Q96FJ2 DYL2 Cadena ligera de dineina 2, citoplasmética  0,04869 2,10

La proteina 3 de unién a nucledtidos de la
QINQE9 HINT3 0,02596 2,08
triada de histidina

P26436 ASPX Proteina acrosomal SP-10 0,02453 2,03
Proteina 4 que contiene repetecion
Q5T2S8 ARMC4 0,03073 1,97
armadillo
P08236 BGLR Beta-glucuronidasa 0,04587 1,92
095573 ACSL3 Acido graso de cadena larga - CoAligasa3  0,01421 1,80
Regulador de la sefializaciéon de la proteina
Q8NEO09 RGS22 . 0,00511 1,78

Proteina transmembrana relacionada con
Q9H1E5 TMX4 0,02438 1,77
la tiorredoxina 4

La proteina que contiene el dominio
Q8Iz96 CKLF1 0,03324 1,74
transmembrana MARVEL de tipo CKLF 8
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UniprotkKB Nombre Tasa

/Cédigo corto de la Nombre proteina p-valor cambio

acceso proteina (E/NE)

Q96M32 KAD7 Adenilato quinasa 7 0,04894 1,71

Serina/treonina-protein quinasa 6
Q9BXA6 TSSK6 0,01107 1,66
especifica para el testiculo

Subunidad de la enzima trifuncional alfa,

P40939 ECHA 0,0404 1,65
mitocondrial

Q9BQE3 TBA1C Tubulina cadena alfa-1C 0,02977 1,63
Proteina que contiene repeticién de WD

Q8IWG1 WDR63 63 0,03982 1,63

P56597 NDK5 Nucledsido difosfato quinasa homélogo 5 0,01669 1,63
Miembro de la subfamilia B del homdlogo

075190 DNJB6 0,04904 1,58

Dnal 6
QINZC3 GDE1 Glicerofosfodiester fosfodiesterasa 1 0,04441 1,44
Receptor de la proteina quinasa C1
P63244 RACK1 001283  -1,63
activada

P13667 PDIA4 Proteina disulfuro-isomerasa A4 0,04045 -1,79

P63104 14337 14-3-3 proteina zeta / delta 0,03665 -1,84

Q53QwW1 CBOS7 Proteina no caracterizada C2orf57 0,01544 -1,84

Maestro, miembro de la familia de

Q72745 MRO2B proteinas de repeticién 2B de choque 0,04886 -1,89
térmico

QINRYS F1142 Proteina FAM114A2 001804  -2,02

043759 SNG1 Sinaptogirina-1 0,0229 -2,02

Desoxiuridina 5'-trifosfato
P33316 DUT 0,02932 -2,21
nucleotidohidrolasa, mitocondrial

Subunidad de la proteina
P49356 FNTB 0,01994 -2,28
farnesiltransferasa beta

Proteina de membrana integral de la
P27105 STOM 0,02789 -2,48
banda 7 de eritrocitos
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UniprotkKB Nombre Tasa
/Cédigo corto de la Nombre proteina cambio
acceso proteina (E/NE)
Q6P2H8 TMMS53 Proteina transmembrana 53 0,02696 -2,53
P13796 PLSL Plastina 2 000731  -2,55
Q9Y2X7 GIT1 ARF proteina activadora de GTPasa GIT1 0,00783 -3,01

NADH deshidrogenasa [ubiquinona]
043181 NDUS4 00101  -3,42
proteina de hierro y azufre 4, mitocondrial

P46976 GLYG Glicogenina-1 001817  -551

Subunidad 3 del complejo de Golgi
Q96JB2 COG3 0,03838  -7,50
oligomérico conservado

Tabla 17: Resumen de las 53 proteinas con p valor<0,05 y su tasa de cambio.

Como vemos en la tabla, el valor positivo de la tasa de cambio nos indica
cuantas veces esa proteina se encuentra en mayor cantidad en el grupo E frente al
NE, en este caso hay 37 proteinas que se encuentran en mayor cantidad en el grupo
E; y el valor negativo nos indica que esta en menor cantidad en el grupo E frente al
NE o que estdn en mayor cantidad en el grupo NE, 16 proteinas se detectan en

menor cantidad en el grupo E.

Curiosamente, de las 8 proteinas que tienen una funcidon ya descrita
implicada en la reproduccién y en el espermatozoide, 7 de ellas se encuentran en
mayor cantidad en el grupo E que en el NE. La Unica que se encuentra en mayor
cantidad en el grupo NE estd vinculada con el proceso de capacitaciéon del
espermatozoide. En la siguiente tabla (tabla 18) se muestran estas 8 proteinas y sus

funciones.
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Nombre proteina

Cadena catalitica gamma fosforilasa b

quinasa, isoforma hepatica / testiculo

Subunidad catalitica de la fosforilasa b quinasa
(PHK), que media la regulacién neuronal y
hormonal de la degradacion del glucégeno

(glicogendlisis) por fosforilaciéon y activando
asi la glicogeno fosforilasa. Puede regular la

glucogenedlisis en los testiculos.

Proteina del gen 10 especifico del

testiculo

Puede jugar un papel importante en la envoltura
fibrosa de la cola del espermatozoide, una estructura
importante

de la cola del espermatozoide (espermatogénesis)

Proteina asociada a la espermatogénesis

20

Puede desempefiar un papel en la regulacion

de la fertilidad.

Metalo-endopeptidasa de tipo

membrana 1

Metaloproteasa involucrada en la funcion
espermatica, posiblemente modulando
los procesos de fecundacién y desarrollo

embrionario temprano. Degrada una amplia
variedad de péptidos pequefios con una
preferencia por péptidos mas cortos de

3 kDa que contienen residuos voluminosos

neutros alifaticos o aminoacidos aromaticos.

Proteina acrosomal SP-10

Vesicula acrosomal nascente de espermatides

de fase de Golgi.

Serina/treonina-protein quinasa 6

especifica para el testiculo

Requerido para la produccién y la funcidn del
espermatozoide. Juega un papel en la condensacién de
ADN durante la remodelacién de la cromatina

postmeidtica
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Nombre proteina

No parece tener actividad de quinasa NDK.
Confiere proteccidn contra la muerte celular
por Bax y altera los niveles celulares de varias

enzimas antioxidantes incluyendo Gpx5. Puede

Nucleésido difosfato quinasa homalogo ) )
desempefiar un papel en la espermiogénesis

> al aumentar la capacidad de las espermatidas
tardias para eliminar las especies reactivas del
oxigeno
Maestro, miembro de la familia de Puede desempefiar un papel en el proceso de
proteinas de repeticion 2B de choque capacitacion espermatica
térmico

Tabla 18: Funciones de 8 de las proteinas con significancia estadistica que estan relacionadas con

la reproduccién/fertilidad.

2.2.3.1. Métodos de regresion multiple con penalizacion

Con el fin de determinar las proteinas que mejor diferenciaban un grupo del
otro a partir de su expresion diferencial, utilizamos regresiones multiples. Para ello,
elaboramos un heatmap de todas las proteinas (2228) identificadas en el analisis

de las 8 muestras de estudio una vez normalizadas (figura 28).
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2 m Noembarazo (NE)
M Embarazo (E)

X11P X15P X04N XO02N . X05N X13P X12N X08P

Figura 28. Heatmap de todas las muestras. En la parte parte inferior se representan las muestras

elegidas y en la parte superior en azul las muestras del grupo E y en rojo NE.

En el grafico (heatmap) observamos que no existe una clara clasificacion
entre los grupos (E y NE) aunque entre las proteinas parece observarse dos grupos
con un comportamiento contrario. Para profundizar en esto aplicamos el modelo

Elastic-Net.

a) Métodos de regresion multiple con penalizacion: Elastic-Net

La técnica Elastic-Net, combina los métodos de regresién Lasso y Ridge y
es menos restrictiva que el primero. Aplicamos esta técnica a nuestra base de
datos y obtuvimos 27 proteinas identificadas de manera diferencial: 17 de ellas se

encontraban en mayor cantidad en el grupo E que en el NE y 10 se encontraban
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en menor cantidad (tabla 19). Estas proteinas explican de una forma mas

adecuada la diferencia entre los grupos E y NE:

UniprotBK/

Cadigo

acceso

Nombre

corto

Nombre proteina

P52943 CRIP2 Proteina rica en cisteina 2 0,05414 8,34
Aminotransferasa de cadena ramificada
015382 BCAT?2 0,06 6,50
aminoacida, mitocondrial
Q5VU69 CA189 Proteina no caracterizada Clorf189 0,01288 6,17
Glicoproteina 1 de membrana asociada a
P11279 LAMP1 0,02179 5,40
los lisosomas
Proteina de ensamblaje de nucleosomas 1-
P55209 NP1L1 0,00519 4,82
likel
P48723 HSP13 Proteina de 70 kDa de choque témico 13 0,00824 4,60
A8MZ97 CBO74 Proteina no caracterizada C2orf74 0,02588 4,54
Q96DY2 1QCD Proteina D que contiene dominio IQ 0,09452 3,89
P62269 RS18 40S Proteina ribosomal S18 0,02583 3,72
Cadena catalitica gamma fosforilasa b
P15735 PHKG2 0,00286 3,38
quinasa, isoforma hepatica/testiculo
Q9BVG9 PTSS2 Fosfatidilserina sintasa-2 0,00379 2,83
A1LOTO ILVBL Proteina del tipo acetolactato sintasa 0,01206 2,11
P08236 BGLR Beta-glucuronidasa 0,04587 1,92
Q8NEO09 RGS22 Regulador de la sefializacién de la prot G22  0,00511 1,78
Serina/treonina-protein quinasa 6
Q9BXA6 TSSK6 0,01107 1,66
especifica para el testiculo

1,63
Q9BQE3 TBA1C Tubulina cadena alfa-1C 0,02977

1,63
Q8IWG1 WDR63  Proteina que contiene repeticiéon de WD 63  0,03982
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UniprotBK/ Tasa de

Cadigo Nombre proteina cambio

acceso (E/NE)

Receptor de la proteina quinasa C1
P63244 RACK1 001283  -1,63
activada

Q53Qw1 CBO57 Proteina no caracterizada C2orf57 0,01544 -1,84

Subunidad de la proteina
P49356 ENTB 0,01994  -2,28
farnesiltransferasa beta

Proteina de membrana integral de la banda
P27105 STOM 0,02789  -2,48
7 de eritrocitos

P13796 PLSL Plastina-2 000731  -2,55

Qay2x7 GIT1 ARF proteina activadora de GTPasa GIT1 0,00783 -3,01

NADH deshidrogenasa [ubiquinonal
043181  Npusa 00101  -3,41
proteina de hierro y azufre 4, mitocondrial

P46976 GLYG Glicogenina-1 001817  -551

Q9UKS85 DKKL1 Proteina relacionada con Dickkopf 1 0,1223 -6,52

Subunidad 3 del complejo de Golgi
Q96/B2 COG3 0,03838  -7,49
oligomérico conservado

Tabla 19: proteinas diferencialmente expresadas en el grupo E y NE. En blanco podemos ver las
17 proteinas incrementadas en cantidad en el grupo E y en azul las 10 que se encuentran en

menor cantidad en el grupo E respecto al NE.

De entre estas 27 proteinas y dentro del grupo de las 17 proteinas que se
encuentran incrementadas en el grupo E, 3 de ellas estaban directamente
relacionadas con los testiculos: WDR63, TSSK6 y PHKG2, con funciones de
desarrollo testicular, produccion y funcion de los espermatozoides, jugando un
papel en la condensacion de ADN durante la remodelaciéon de la cromatina
postmeidtica y de regulacion de la glucogenedlisis en los testiculos,

respectivamente.
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De igual forma que en el apartado anterior, realizamos un heatmap en el

que se representaban las 27 proteinas contenidas en la tabla 19 (figura 29).
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Figura 29: Heatmap de las proteinas identificadas por Elastic-Net expresadas

E y NE. En la parte inferior se

diferencialmente entro los dos grupos:

representan las muestras elegidas y en la parte superior en azul las muestras

del grupo E y en rojo NE.
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Cémo podemos ver en el heatmap, las muestras aparecen clasificadas
correctamente segun el grupo al que pertenecen. Ademas, tenemos las proteinas
diferenciadas en dos clusteres. Uno formado por las proteinas que tienen una
estimacion del coeficiente negativo (grupo NE) y otro grupo formado por las
proteinas con estimaciones positivas de sus correspondientes coeficientes de

regresién (grupo E).

b) Métodos De Reduccion De Dimensidn. Aplicacion De PLS-DA

También aplicamos la clasificacion por PLS-DA a las proteinas
identificadas. Para ello, utilizamos el paquete mixOmics de R con la clasificacién
PLS-DA, observando que las muestras aparecen correctamente agrupadas en
funcién del grupo al que pertenecen (muestras que conseguian embarazo (n=4) o

no (n=4)) (figura 30).
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Figura 30: Clasificacidon por PLS-DA de la muestras por grupo. En rojo las muestras del grupo E

y en negro las del grupo NE.

Finalmente aplicamos la funcién vip score tanto a las proteinas
diferenciales como al método Elastic-Net y al andlisis PLS-DA, lo que nos va a
permitir determinar cudl de las variables explicativas es mas importante para
predecir la variable respuesta, es decir, que proteina tiene mas importancia a la

hora de que la paciente se embarace o no.

Cuanto mas alto es el vip score, mas importancia tendra dicha proteina. Si

dicha proteina presenta una puntuacion mayor de 1 indica que tiene influencia,
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pero si su valor es mayor que 1,5 se dice que dicha proteina (variable explicativa)

tiene una alta influencia en el embarazo (variable respuesta).

Aplicando dicha funcidn a nuestros datos, obtuvimos un gran nimero de
proteinas con un vip score >1,5. Dentro del analisis de Elastic-Net, las 27 proteinas
presentaban un vip score >1,5, sin embargo en el analisis PLS-DA encontramos

300 proteinas (anexo 3).

Con las proteinas que presentaban un vip score >1,5 identificadas

mediante PLS-DA, realizamos un grafico (heatmap) (figura 31).

En este grafico podemos ver que las proteinas con vip score >1,5 tienen

una tendencia a clasificarse segun el grupo al que pertenecen.
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Figura 31: Heatmap de las proteinas identificadas por PLS-DA expresadas diferencialmente
entre los distintos grupos. En la parte inferior se representan las muestras elegidas y en la

parte superior en azul las muestras del grupo E y en rojo NE.
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2.2.4. Anadlisis funcional. GO, DAVID y String

Como se ha comentado en el apartado 6.2.2.8. de material y métodos,
aplicamos métodos de analisis funcional a las proteinas identificadas. En principio
aplicamos estos andlisis a todas y cada una de las proteinas obtenidas de los
diferentes sistemas de analisis estadisticos (proteinas diferenciales con
significancia estadistica, proteinas obtenidas mediante el analisis de penalizacidon
Elastic-Net y proteinas obtenidas aplicando el método PLS-DA), pero finalmente
nos centramos en las proteinas obtenidas tras la aplicacion del método PLS-DA +
vip score por varias razones: 1) los resultados obtenidos al aplicar el anélisis
funcional sobre las 300 proteinas obtenidas con este método estadistico son mas
Optimos (el resto de andlisis no nos proporciona un nimero de proteinas dptimo
para realizar estos andlisis funcionales); 2) todas las proteinas resultado del
analisis Lasso, Elastic-Net y proteinas diferenciales con significancia estadistica, se
encuentran dentro de las obtenidas por el PLS-DA y 3) el analisis PLS-DA, separa
perfectamente los grupos estudiados (E y NE) (figura 30). Si ademas, a este
analisis PLS-DA, le aplicamos la funcién vip score, obtenemos 300 proteinas que
explican de forma muy fiable la separacién de las muestras, en cuanto a grupos de
estudio se refiere, y ademas tienen una alta influencia en la variable respuesta, es

decir, el embarazo.

Para realizar el andlisis ontolégico se tuvo en cuenta los términos GO, que
son: 1) la funcidn molecular, 2) los procesos bioldgicos y 3) los componentes
celulares asociados con las proteinas de los espermatozoides; el analisis STRING y

la base de datos DAVID.
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Para realizar el andlisis de STRING (anexo 4) (figura 32), se tuvieron en
cuenta dentro de las proteinas obtenidas por PLS-DA, aquellas que se
encontraban en mayor cantidad en el grupo E frente al NE (figura 33) o viceversa
(figura 34) y ademas eran proteinas que presentaban un p valor <0,05, es decir,
qgue la mayoria de proteinas o todas las pertenecientes a un mismo GO se

encontraban en E o en NE.
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Figura 32: Analisis String con todas las proteinas obtenidas al aplicar PLS-DA.
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Figura 33: Analisis String con las proteinas que se encuentran en mayor cantidad en el grupo E, de

todas las obtenidas tras el PLS-DA.
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Figura 34: Analisis String con las proteinas que se encuentran en mayor cantidad en el grupo NE.
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Se analizaron los cambios globales de abundancia dentro de cada GO.
Para ello se determind el nimero de proteinas aumentadas en cada grupo. Se
tuvieron en cuenta aquellas proteinas que presentaban una diferencia de
proteinas entre grupos de 100 (Dif/Total = 100, todas las proteinas se encuentran
en el grupo E y Dif/Total = -100, todas las proteinas se encuentran en el grupo NE)
y aquellas que presentaban una diferencia de 66,67 y hasta 60. Estas dos ultimas
por ser GO relacionados con reproduccidn, aunque dentro del GO:
espermatogénesis no encontramos una diferencia significativa, pero lo incluimos
por la importancia de este GO en la tesis que nos ocupa. En la tabla 20, podemos

observar los GO seleccionados, sin embargo las proteinas con p valor <0,05

seleccionadas se encuentran en el anexo (anexo 5).

7 G0.0006165 "”Cfﬁ;isiigirsg‘:?g:ate 7 0 100 3,81
4 G0.0044447 axoneme part 4 0 100 3,00
59 G0.0044446 intracellular organelle part 0 59 -100 -6,88
43 G0.0032991 macromolecular complex 0 43 -100 -6,43
42 G0.0016043 cellular component 0 42 -100  -6,39
organization
41 G0.0005515 protein binding 0 41 -100 -6,36
37 G0.0043234 protein complex 0 37 -100 -6,21
32 G0.0006950 response to stress 0 32 -100 -6,00
28 G0.0031090 organelle membrane 0 28 -100 -5,81
24 G0.0033036 macromolecule localization 0 24 -100 558
24 GO.0070887 cellular respF)nse to chemical 0 24 -100 558
stimulus
23 G0.0051641 cellular localization 0 23 -100 -5,52
21 G0.0071702 organic substance transport 0 21 -100 -5,39
19 G0.0006928 Stﬂzzmzng:n;e;'nz;t 0 19  -100 525
18 G0.0007283 spermatogenesis 15 3 66,67 2,32
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gel\:lges GO pathway ID Descripcion del pathway Grupo G::: o Dif/Total UI:7;E
18 G0.0040011 locomotion 0 18 -100 -5,17
15 G0.0005615 extracellular space 0 15 -100 -4,91
14 G0.0000902 cell morphogenesis 0 14 -100 -4,81
14 G0.0061024 membrane organization 0 14 -100 -4,81
13 G0.0098796 membrane protein complex 0 13 -100 -4,70
12 G0.0005198 structural molecule activity 0 12 -100 -4,58
10 G0.0030529 ribonucleoprotein complex 0 10 -100 -4,32
10 G0.0048471 perinuclear region of 0 10 -100  -432

cytoplasm
9 G0.0005925 focal adhesion 0 9 -100 -4,17
6 G0.0003341 cilium movement 5 1 66,67 2,32
5 GO.0060632 regulation of microtubule- 4 1 60 2,00
based movement

Tabla 20: Proteinas PLS-DA analizadas mediante STRING. En azul se observan los GO en los cuales las
proteinas que partician estan en mayor cantidad en el grupo E que en el NE y en blanco las que
estan en mayor cantidad en el grupo NE. Dif/Total: es el nimero de proteinas que se encuentran en

el grupo E menos las del grupo NE, dividido entre el nimero total de proteinas (E+NE) por 100.

De entre todas las proteinas encontradas en esta seleccidén (anexo 5), las
agrupamos segun si se encontraban mayoritariamente en el grupo de las

muestras que embarazaban o las que no.

Del grupo que embaraza (figura 35) y escogimos 5 proteinas. NME5
(NDK5_HUMAN) porque participaba en la mayoria GO seleccionados de este
grupo y SPATA20 (SPT20_HUMAN), DNAI1, ARMC4 y AK7 (KAD7_HUMAN) por ser
proteinas importante en los GO con mayor cantidad de proteinas en el grupo que

embaraza.
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NMES: Juega un papel importante en la espermiogénesis aumentando
las espermatides en estadio tardio para eliminar EROs. Se expresa
especificamente en las células germinales del testiculo pero forma
parte del flagelo.

SPATA20: Juega un papel importante en la regulacion de la fertilidad.
Funcién catalitica y participa en espermatogénesis y diferenciacidn
celular. Es secretada.

DNAI1: Relacionado con el movimiento del flagelo espermatico. Su
disminucion en el espermatozoide provoca “discinesia ciliar primaria”:
enfermedad caracterizada por disfuncion de las células ciliadas.
Sindrome de Kartagener.

ARMC4: Involucrada en el movimiento ciliar. Su disminucién puede
provocar también discinesia ciliar primaria.

AK7: Involucrado con el mantenimiento de la estructura del cilio y su

funcién. Espermatogénesis.
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Figura 35: Red String de proteinas que se encuentran en

mayor cantidad en el grupo E respecto al NE
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De las proteinas que se encontraban en mayor cantidad en el grupo NE
(figura 36), encontramos 10 que se repetian en los 20 procesos GO seleccionados
para el grupo NE: GNB2L1 (RACK1_HUMAN), PDIA4, YWHAZ (1433Z_HUMAN),
SYNGR1 (SNG1_HUMAN), FNTB, LCP1 (PLSL_HUMAN), NDUFS4 (NDUS4_HUMAN),
COG3, STOM y GIT1, siendo las que mas veces se repetian la YWHAZ, NDUFSA Y
COG3.

- GNB2L1: componente de la subunidad 40S del ribosoma relacionada
con la traducciéon. Ubiquitinacion.

- PDIA4: actividad 6xido-reductasa y uniéon ARN.

- YWHAZ: unién cadherina, unidn ARN, factor transcripcion, involucrado
en la regulacidn positiva del proceso de apoptosis.

- SYNGR1: regulacion celular.

- FNTB: regulacion proliferacidn celular, unién ion zinc. Asociado con los
microtubulos.

- LCP1: proteina de unién-actina (filamentos).

- NDUFS4: subunidad de la cadena respiratoria mitocondria.

- COG3: involucrado en el transporte aparato golgi. Funcion de
transporte. Altamente expresado en testiculos.

- STOM: regula la actividad de los canales de iones y transporte
transmembrana de iones.

- GIT1: involucrado en la regulacién de la citocinesis.
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Figura 36: Red String de proteinas que se encuentran en

mayor cantidad en el grupo NE.

Debido a que una de las razones de esta tesis, ademds de describir el
perfil proteico de espermatozoides segln si embarazan o no, era encontrar
proteinas que por el hecho de poder formar parte del grupo de proteinas
imprescindibles para embarazar o no, nos permitiesen desarrollar una técnica de
seleccidn espermdtica basada en el fundamento de la técnica de MACS (apartado
5.2.2.2 de la introduccidn), nos centramos en las proteinas presentes en el PLS-DA
con vip score >1,5 pero que se encontraban en la membrana o eran proteinas
transmembrana, ya que esta caracteristica es un requisito imprescindible para
poder separar células mediante esta técnica. De esta forma encontramos 11
proteinas que se encontraban en membrana y que por tanto aquellos
espermatozoides que las presenten, podrian ser susceptibles de separarse
mediante la técnica de MACS si dichas proteinas tuvieran alguna implicacién en la

reproduccion.
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Estas proteinas fueron:

- MGAM: no se ha descrito que participe en ninguna funcién
relacionada con la reproduccidon o los espermatozoides. Se encuentra en el
intestino. Sin embargo se encuentra en el grupo NE en cantidad estadisticamente

significativa.

- ATP1A3: participa en el transporte de iones a través de la
membrana necesario para en el espermatozoide para hacer frente a los cambios
ambientales a lo largo de su paso por el tracto reproductor femenino. Se

encuentra en el grupo E en cantidad estadisticamente significativa.

- ATRN: participa en la respuesta al estrés oxidativo. Es una
sustancia activadora involucrada en la reproduccién masculina, su disminucion
produce degeneracidn testicular, disminucién de la actividad enzimatica testicular
y disminucion de la densidad y motilidad espermatica, todo esto parece ser que

relacionado con la edad del paciente. Se encuentra en el grupo E.

- SLCO6A1: se expresa mayoritariamente en testiculos y estd
relacionada con el cdncer de testiculos por lo que puede ser utilizado como diana
para el tratamiento antitumoral. Es un transportador de iones que se expresa en

testiculos normales. Se encuentra en los espermatozoides del grupo E.

- IZUMO3: proteina de la membrana de los espermatozoides
esencial para la unién espermatozoide-ovocito (ratdn) y que se expresa de forma

especifica en los testiculos. Se encuentra en los espermatozoides del grupo E.
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- GDE1: no se ha descrito que participe en ninguna funcién
relacionada con la reproduccién o los espermatozoides, se encuentra en el
cerebro. Sin embargo se encuentra en los espermatozoides del grupo E en

cantidad estadisticamente significativa.

- KCNU1: canal de potasio especifico de testiculos. Papel critico en
fertilidad, reconocimiento espermatozoide-ovocito. Se encuentra en los

espermatozoides del grupo E.

- LAMP1: se ha visto (en tortugas) que niveles elevados de esta
proteina en las células de Sertoli, favorece la entosis de los espermatozoides en
vacuolas generadas en estas células. Sin embargo se encuentra en los

espermatozoides del grupo E en cantidad significativa y de forma importante.

- STEAP4: Oxirreductasa/metaloreductasa, expresada en testiculos
entre otros tejidos. Marcador de cancer de testiculos entre otros. Se encuentra en

los espermatozoides del grupo NE.

- SLC2A3: transportador de glucosa que se expresa en los testiculos
y en los espermatozoides, involucrado en los cambios del espermatozoide. Se
encuentra en testiculos normales con buena espermatogénesis y espermatocitos.
Se encuentra en los espermatozoides del grupo E, de forma importante aunque

no estadisticamente significativa.
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- CD81: regulacion de la motilidad celular. Participa en la
interaccion y fusién del espermatozoide con el ovocito, se encuentra en la
membrana que cubre el acrosoma y cuando el espermatozoide estd acrosomo-
reaccionado (capacitado) en algunas especies desaparece. Se encuentra en los

espermatozoides del grupo NE.

Por ultimo, utilizamos la base de datos DAVID para obtener una
interpretacion funcional de las proteinas diferenciales obtenidas mediante PLS-
DA. Para ello se utilizd como background, el proteoma humano vy las proteinas

resultado del analisis de SWATH.

Teniendo en cuenta las 2228 proteinas identificadas mediante el analisis
de SWATH y comparandolas con las 20581 proteinas que forman parte del

proteoma humano, obtuvimos algunos procesos enriquecidos (anexo 6):

- Actividad mitocondrial, mitocondria, metabolismo del carbono,

proceso de oxidacidn/reduccion.
- Chaperonas
- Uniodn cadherina
- Ubiquitina
- Ribosomas, actividad ribosomal
- B-oxidacién de los acidos grasos

- ARNtransferencia produccion proteinas/biosintesis de proteinas
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Luego nos centramos en los procesos enriquecidos cuando
comparabamos las proteinas PLS-DA con el proteoma humano y todas las

proteinas identificadas mediante el andlisis de SWATH.

Comparamos las proteinas que se encuentran en el grupo E y NE por

separado, frente al proteoma humano y obtuvimos varios procesos enriquecidos:

1) Enelcaso del grupo E/proteoma humano:
o G0.0005739: mitocondria (significativo)
o G0.0003341: movimiento cilio
o G0.0030154: diferenciacion celular

o GO0.0005874: microtubulo

2) Enelcaso del grupo NE/proteoma humano
o G0:0098641: unidn a cadherina involucrada en célula-célula
adhesion (significativo)
o G0:0005913: célula-célula unidn (significativo)
o G0:0006413: iniciacién de la traduccidn (significativo)

o GO0:0005747: cadena respiracién mitochondrial

También comparamos las proteinas que se encuentra en el grupo E y NE
por separado, frente a las proteinas identificadas mediante el andlisis de SWATH y

obtuvimos varios procesos enriquecidos aunque no de manera significativa:
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1) En el caso del grupo E/SWATH:
o G0.0016021: componente integral de membrana
o GO0.0003341: movimiento cilio, G0.0005929: cilio,
G0.0036158: montaje flagelar del espermatozoide: dineina.
Discinesia ciliar primaria.
o GO0.0007175: desarrollo multicelular. Espermatogénesis.
o G0.0030154: diferenciacion celular. Desarrollo proteinas

o Metabolismo de acidos grasos

2) Enelcaso del grupo NE/SWATH

o GO0:0098641: unién a cadherina involucrada en célula-célula

adhesion

o G0:0000184: transcripcidon-nuclear ARNm, proceso catabdlico
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VI.DISCUSION

La infertilidad se ha convertido en un problema médico y social de gran
importancia mundial que actualmente afecta a un 14% de parejas en edad
reproductiva solo en Europa (ESHRE 2014:2016, Mascarenhas et al. 2012). Por ello
el desarrollo de las TRA ha supuesto un hito en el tratamiento de estos problemas
al aumentar las posibilidades de éxito reproductivo (Chemes and Alvarez Sedo
2012, Khorram et al. 2001). Hoy en dia, el andlisis bdsico del semen constituye la
Unica herramienta diagndstica y prondstica para evaluar el estatus fértil del vardn,
sin embargo, presenta una serie de limitaciones, sobre todo en los casos de

infertilidad de origen desconocido (Garrido et al. 2008, Rivera et al. 2012).

Una de las razones que puede explicar el inalcanzable éxito del 100% de
las TRA, puede ser la existencia de alteraciones a nivel molecular que son
indetectables mediante el uso de las técnicas utilizadas de rutina en el laboratorio
(Azpiazu et al. 2014). En estos casos, el uso de biomarcadores moleculares
basados en la fisiologia espermatica podria complementar los analisis actuales
mejorando el diagndstico y tratamiento de la infertilidad masculina, o prediciendo

los resultados de las TRAs (Samplaski et al. 2010).

En este sentido, la busqueda de moléculas presentes en los
espermatozoides (nivel molecular u anomalias ocultas) que consigan un embarazo
y aquellos que no lo consigan, nos permitira definir perfiles de gestacién sionoy

desarrollar técnicas de diagndstico y/o seleccion espermatica.
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Por todo ello, el objetivo de esta tesis se ha centrado en describir el perfil
lipidico y proteico de los espermatozoides y relacionarlo con el éxito reproductivo,
con el fin de identificar lipidos y proteinas que por si solos o en conjunto con
otros, actlen como biomarcadores de fertilidad y nos permitan seleccionar en
base a él o ellos, aquellos espermatozoides capaces de fecundar un ovocito y dar

lugar a un RNV sano.

Por un lado se describieron los lipidos que forman parte de los
espermatozoides y su relacién con el éxito reproductivo. Varios lipidos y familias o
clases de lipidos se vincularon con la funcion del espermatozoide y la consecucién

o no del embarazo.

Se eligieron los lipidos porque de entre los componentes celulares con
funciones espermaticas relevantes en la reproduccién, la membrana plasmatica
del espermatozoide es una pieza clave debido a su participacién en la fusién de
los espermatozoides y ovocitos durante la fecundacién, los complejos cambios
sufridos a lo largo de la vida del espermatozoide incluyendo maduracién,
capacitacidon y reaccion acrosdmica (Muratori et al. 2009), y su papel en los
eventos posteriores a la fecundacién (los cuales a dia de hoy no se pueden
descartar)(Flesch and Gadella 2000). Por tanto, las células espermaticas tienen
diferente composicion de la membrana plasmatica en comparacién con las células
somaticas, ya que su membrana experimenta cambios significativos después de
dejar los testiculos organizdndose en regiones laterales de la superficie de la
cabeza del espermatozoide y reorientando sus moléculas adecuadamente por

todo el tracto reproductor femenino, por lo que estos cambios son susceptibles
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de ser caracterizados y utilizados para conocer si un espermatozoide va a ser

competente fisiolégicamente o no.

Ademas, como hemos indicado, la membrana plasmatica de los
espermatozoides y por extension los lipidos de esta membrana, tienen un papel
critico en la interaccidén espermatozoide-ovocito y en la capacitacién espermatica
que conduce al éxito de la fecundacion (Khoshvaght et al. 2016), asi como su
implicacion en la capacidad del espermatozoide para sobrevivir después de

congelar/descongelar y estabilizar el estrés oxidativo.

La composicion de la membrana plasmdtica es variable en diferentes
especies de mamiferos, estando la del espermatozoide constituida
aproximadamente de 70% de fosfolipidos, 25% de lipidos neutros y 5% de
glicolipidos (Mann and Lutwak-Mann 1981), que es hasta cierto punto comparable
a los tipos de células somdticas. Por tanto, el espermatozoide humano puede
presentar aproximadamente 50% de glicéridos de fosfocolina, 30% de glicéridos
de fosfoetanolamina, 12,5% de esfingomielinas, 3% de fosfatidilserina, 2,5% de
cardiolipina y aproximadamente 2% de fosfatidilinositol (Mann and Lutwak-Mann
1981), pero algunos componentes lipidicos pueden variar significativamente entre
los varones individuales pero también entre los diferentes eyaculados del mismo
individuo, porque pueden variar durante su maduracion en el epididimo
adquiriendo movilidad y reconocimientos de sefales fisicoquimicas que los haran

adecuados para el proceso reproductivo.

Aunque la informacion disponible hasta la fecha es bastante limitada,

algunos estudios han tratado de encontrar la relacién entre la composicion
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lipidica de la membrana espermatica, la viabilidad y funcionalidad de los
espermatozoides, destacando esta relacion Nissen y Kreysel en 1983 (Nissen and
Kreysel 1983a). De hecho, estos estudios han demostrado el papel importante de
la composicion de la membrana espermatica y su balance lipidico en la calidad del
espermatozoide (Force et al. 2001, Lenzi et al. 1996, Zhou et al. 2010). Ademas, el
grado de susceptibilidad oxidativa de los PUFAs (en gran cantidad en la membrana
del espermatozoide), podria estar relacionado con el dafio oxidativo, el cual
disminuye la capacidad del espermatozoide para fecundar el ovocito. Estos acidos
grasos, ademas de mejorar la movilidad de los espermatozoides y la fluidez de la
membrana, convierten al espermatozoide en un objetivo facil para las EROs. De
esta manera la integridad y la viabilidad de los espermatozoides se ve afectada,
produciendo un dafio irreversible del ADN y reduciendo la capacidad fecundante
del espermatozoide (Wathes et al. 2007). De hecho, un estudio reciente (Aitken et
al. 2016) ha demostrado que la pérdida de movilidad gradual estaba altamente
correlacionada con la induccién de la peroxidacién lipidica. Por lo tanto, esta
cuestion en los ultimos afios es la causa mas comun de infertilidad masculina,
dado que los espermatozoides defectuosos son la principal causa de este tipo de
dafio oxidativo, pero hasta la fecha no existe ningun sistema fiable que seleccione
los espermatozoides en funcidon de si presentan oxidacién o no, o de si son

fisiolégicamente competentes o no.

Por otro lado, las células humanas espermaticas contienen, entre otros,
altas cantidades de colesterol, y esto parece estar relacionado con la duracién de
la capacitacién, ya que el colesterol se agota de la membrana plasmatica en este
proceso. Ademads del colesterol, en la membrana del espermatozoide se pueden

encontrar bajas cantidades de desmosterol, sulfato de colesterol, ésteres de
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colesterilo y DHA (Mann and Lutwak-Mann 1981, Nissen and Kreysel 1983b). Por
lo que se ha demostrado que la suplementaciéon de estas moléculas en los medios
de cultivo o en la dieta protege a los espermatozoides del dafio tras

congelar/descongelar (Holt and North 1988, Watson 1981).

Por tanto, debido a que se sabe que los lipidos participan en funciones
importantes de los espermatozoides, su descripcion y relacién con la consecucion
o no del embarazo nos permitira elegir lipidos susceptibles de ser biomarcadores
espermaticos. Ademads, el andlisis de la composicion lipidica (lipidoma) de los
espermatozoides y su grado de peroxidacion lipidica se podrian utilizar como

herramienta diagndstica para complementar al espermiograma.

Con el fin inicial de describir el perfil lipidico de los espermatozoides, se
aplicé la técnica de UHPLC-MS, por primera vez en este tipo de muestras,
utilizando diferentes sistemas de extraccion que permitieran una amplia selecciéon
de lipidos totales extraidos (polares y apolares) en un Unico analisis. Aplicando
esta técnica y sus diferentes sistemas de extraccion a distintas muestras de semen
(IAHs e ICSIs), obtuvimos gran nimero de lipidos que podrian definir el perfil

lipidico de las muestras que consiguen o no embarazo.

En las muestras destinadas a IAH analizadas (sin tener en cuenta el
resultado de la gestacion), se identificaron 212 lipidos siendo la mayor parte de
ellos glicerolipidos (fosfatidilcolinas, etanolaminas e inositoles) y esfingolipidos
(esfingomielinas y ceramidas), es decir, componentes de las membranas lipidicas y

gue por tanto dotan a la membrana de fluidez (Niu and Wang 2009), tal y como
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cabia esperar segun los resultados obtenidos en otros estudios descriptivos

(Mann and Lutwak-Mann 1981).

Sin embargo al analizar las muestras destinadas a ICSI agrupadas en
gestacioén si (E) y gestacion no (NE), se encontraron de entre las 46 familias de
lipidos analizadas, mayores niveles de monoacilglicerofosfocolina en los pacientes
gue no conseguian embarazo respecto a los que si lo hacian, en concreto de 2-
monoacilglicerofosfocolina (glicerofosfolipido con un acido graso esterificado en

la posicién sn-2).

De igual forma, al analizar los lipidos individales nos dimos cuenta que la
mayoria aparecian en niveles mas altos en los espermatozoides de muestras que
no conseguian embarazo. De hecho, de las 151 especies lipidicas diferentes que se
identificaron, solo 10 lipidos estaban significativamente en mayor cantidad en las
muestras del grupo NE. Entre ellos, todas las ceramidas significativamente
diferentes y varias esfingomielinas también con niveles altos en espermatozoides
gue no conseguian embarazo, consistian en un resto de esfingosina de 18
carbonos (sphing-4-enina) que estaba amida-unido a un grupo acilo graso de
cadena larga. Ademas, también fueron significativamente mayores en el grupo sin
capacidad fecundante: tres glicerofosfolipidos, la lisofosfatidilcolina PC (0: 0/20: 0)
y dos glicerofosfolipidos unidos a éter PC (0-22: 0/20: 4) y la especie de
plasmaldgeno PE (P-16: 0/18: 2).

Estas diferencias pueden estar relacionadas con la estructura de la
membrana; por ejemplo, se sabe que los plasmalégenos de etanolamina

poliinsaturados desestabilizan la bicapa lipidica y los fosfolipidos en forma de
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cono invertido, tales como la lisofosfatidilcolina, tienen sélo una cadena acilo y
también tienden a formar bicapas curvas y fases no bicapas (Martinez and Morros
1996). El cambio del equilibrio de los lipidos formadores de bicapa con lipidos
inductores no bicapa, puede alterar la curvatura de la membrana e
indirectamente afectar las propiedades de las proteinas de la membrana y afectar

a los espermatozoides a la hora de fecundar el ovocito.

Ademas llama la atencién que no se encontraran grandes cantidades de
colesterol en la membrana de los espermatozoides, como se habia descrito en la
literatura (Mann and Lutwak-Mann 1981, Nissen and Kreysel 1983b), lo cual se
podria deber a que las muestra que se utilizaron para estos analisis estaban
capacitadas, y como se indica en estos articulos, el colesterol se pierde en el
proceso de capacitacidn. Por tanto, el colesterol nos serviria para seleccionar
aquellos espermatozoides sin capacidad fecundante por no haber capacitado
correctamente y separarlos de aquellos que por completar el proceso de

capacitacion hayan perdido el colesterol de su membrana.

Ademads, a través del andlisis de curvas ROC, se evalud la capacidad
predictiva de pronosticar el embarazo, y en este caso fue mejor para las
ceramidas, las cuales presentaban prometedoras habilidades predictivas. De
hecho el valor predictivo positivo para la Cer (d18:1/24:0) fue elevado (0.86), por
lo que es una buena forma de resumir el rendimiento de una prueba diagndstica
De la misma forma los lipidos individuales: PC(0-22:0/20:4) y PE(P-16:0/18:2),
SM(38:1), SM(d18:1/22:0), SM(42:1) y SM(d18:1/25:0); y la clase lipidica

monoacilglicerofosfocolinas también mostraron un patrdén similar.

187



Discusion

En resumen, nuestro estudio lipidémico de muestras de espermatozoides
que difieren en el éxito reproductivo, reveld que las que lograron embarazo y las
gue no, no pudieron ser separadas por los perfiles lipidicos globales. Sin embargo,
el anadlisis univariante mostré una serie de lipidos individuales que se
incrementaron en los espermatozoides NE, destacando el hecho de que las
muestras con capacidad no fecundante pueden tener niveles mas altos de algunos
glicerofosfolipidos en concreto monoacilglicerofosfocolina, y niveles aumentados
de esfingolipidos y ceramidas, estas ultimas con prometedoras habilidades
predictivas para seleccionar la muestra o espermatozoides que de lugar a

embarazo.

Los resultados obtenidos estan relacionados con estudios anteriores, ya
gue Gupta (Gupta et al. 2011) y Deepinder (Deepinder et al. 2007), encontraron
lipidos de esta misma familia (glicerolipidos), glicerofosfocolina vy
glicerofosforilcolina, y glicerilfosforiletalonamina respectivamente, en pacientes
con fallo de espermatogénesis, azoospermia obstructiva y
oligoastenoteratozoospermia, lo cual podria estar vinculado a que estos lipidos se
encuentren de forma mas abundante y estadisticamente significativa en los
pacientes que no embarazan. En esta tesis ademas se han encontrado muchos
otros lipidos individuales entre los que las ceramidas parecen jugar un papel
importante en muestras del grupo NE, por lo que habria que profundizar en la
funcién que estas moléculas desempefian en los espermatozoides para que su
presencia en la membrana del espermatozoide esté relacionada de manera
importante en las muestras de varones con muestras que no embarazan, hasta el
punto de poder predecir si un espermatozoide o una muestra dara lugar a un

embarazo o no.
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Por lo tanto, investigaciones futuras centradas en los lipidos especificos
identificados en esta tesis relevantes en la reproduccién y la determinacion de la
peroxidacién lipidica, mejorard las estrategias utilizadas para modular su
presencia en los espermatozoides con el objetivo de mejorar las posibilidades
reproductivas. De hecho, en nuestro estudio la mayoria de los lipidos aparecieron
en niveles mas altos en los espermatozoides que no lograron embarazo. Esta
informacién es util en el disefio de nuevas herramientas de seleccidon de
espermatozoides, como la seleccién de células activadas magnéticamente (MACS)

para seleccionar los espermatozoides con lipidos especificos.

Por otro lado, esta tesis también describio las proteinas presentes en los
espermatozoides y su relacién con la consecucidn o no del embarazo. Varias
proteinas y sus péptidos se vincularon con la funcién del espermatozoide y el

éxito reproductivo.

Gracias al gran avance de las técnicas protedmicas se han podido
identificar proteinas que pueden jugar un papel importante en la fertilidad
masculina, lo que seria interesante para generar un catdlogo de proteinas
espermaticas junto a su funcién y que fuesen capaces de ser detectadas con el fin
de seleccionar el espermatozoide que las exhibiera, o bien por ser de buen
prondstico para conseguir un embarazo, o por no tener capacidad fecundante.
Por tanto el estudio de la protedmica podria ayudar a determinar todas las
moléculas potencialmente involucradas en la funciéon espermatica, asi como

identificar causas de infertilidad desconocidas.
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A diferencia de los lipidos, las proteinas han sido mas ampliamente
estudiadas, de hecho hay disponibles alrededor de 30 estudios acerca de las
proteinas de los espermatozoides. Estos estudios se han centrado bdsicamente en
la identificacion o descripcién de proteinas espermaticas caracteristicas tanto de
espermatozoides de pacientes normozoospérmicos, como de un tipo de
alteracion del espermiograma, sobre todo oligozoospermia (Botta et al. 2009) y
astenozoospermia (Li et al. 2017, Martinez-Heredia et al. 2008, Saraswat et al.
2017, Martinez-Heredia et al. 2008). Solo en un estudio reciente (Azpiazu et al.
2014) se han relacionado las proteinas espermaticas con la consecucion o no del
embarazo, pero a diferencia de la tesis que nos ocupa en la que se analizaron las
muestras de manera individual, en este estudio se utilizaron pooles de muestras.
Por tanto podemos decir que esta tesis constituye el primer caso de andlisis

individualizado del proteoma espermatico y su relacion con el éxito reproductivo.

Aunque los resultados obtenidos por los estudios mencionados
anteriormente son relevantes, es sabido que las aproximaciones protedmicas
basadas en 2D-DIGE permiten la identificacién minoritaria del proteoma
espermatico cuando se compara con el poder de deteccion de las técnicas
actuales de alto rendimiento basadas en LC-MS/MS. En esta tesis se ha utilizado
un andlisis de LC-MS/MS muy novedoso como es el SWATH, el cual nos ha
permitido realizar un analisis de muestras de semen individualizadas incluso con
un numero muy reducido de espermatozoides, sin tener que recurrir a los pooles

o0 mezclas de muestras.

La principal caracteristica de este tipo de analisis SWATH es que para

poder caracterizar el proteoma de los espermatozoides, primero es necesaria la
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elaboracion de una libreria de todas aquellas proteinas presentes en los
espermatozoides para después poder cuantificar las proteinas encontradas en las
muestras. Con el fin de ampliar al maximo las proteinas identificadas en esta
libreria, las muestras utilizadas para su elaboraciéon procedian de donantes y
pacientes con diferentes caracteristicas, obteniéndose un total de 2946 proteinas

(anexo 1), que han sido depositadas en el repositorio PRIDE.

Hasta la fecha los estudios protedmicos elevan el nimero de proteinas a
6198 involucradas en diferentes vias celulares, estimandose que ya se han
identificado alrededor del 78% de las proteinas espermaticas pero quedan aun un
22% restante por identificar (Amaral et al. 2014). Con todo esto podriamos decir
qgue el proteoma del espermatozoide humano puede estar compuesto al menos
por 7500 proteinas diferentes, entre ellas proteinas implicadas en el metabolismo
de los ARNs y regulacion de la traduccidén de los mismos, procesos que se creian
inexistentes. De hecho, un estudio reciente en el que hemos participado y que
tenia como objeto completar el actual catdlogo del proteoma humano con
proteinas todavia no identificadas, analizé espermatozoides (por creer que serian
en estas células donde se encontraban las proteinas que faltaban para completar
el proteoma) y encontraron 97 proteinas no identificadas hasta la fecha entre las
gue destacaban DNAH3 (dineina 3 de cadena pesada) involucrada en la motilidad
del espermatozoide e implicada en el montaje flagelar del espermatozoide y TEPP

(proteina de testiculo, préstata y placenta) (Garin-Muga et al. 2016).

Estas dos proteinas se encuentran en nuestra libreria. Sin embargo, solo
una de ellas, la DNAH3 se encuentra entre las 2228 (anexo 2) proteinas

identificadas en las muestras del estudio, pero su p valor es >0.05 (p valor =
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0,68226), por tanto no presenta diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos.

Dentro de estas 2228 proteinas identificadas a partir de las 8 muestras
procedentes de pacientes del grupo E (n=4) y NE (n=4), escogimos aquellas que
presentaban un p valor < 0,05, obteniendo un total de 53 proteinas. De estas 53
proteinas, 37 se encontraban en mayor cantidad en el grupo E y correspondian
con aquellas con tasa de cambio con valor positivo; y 16 se encontraban en menor
cantidad en el grupo E, refiriéndonos a aquellas con tasa de cambio con valor
negativo. Dentro de estas proteinas, 8 presentaban funciones implicadas en la
fertilidad y en el espermatozoide ya descritas. Siete de ellas se encontraban en
mayor cantidad en el grupo E y solo 1 de ellas se encontraba en mayor cantidad
en el grupo NE. Las funciones en las que estaban involucradas estas proteinas
estan relacionadas con la espermatogénesis, la fertilidad (fecundacién y desarrollo
embrionario) y capacitacion espermatica. Sin embargo esta Ultima funcidn
correspondia a la proteina que se encontraba en mayor cantidad en el grupo NE,
lo cual encaja perfectamente con informacidn que se encuentra en la base de
datos Uniprot, donde indica que esta proteina se encuentra fosforilada en los
residuos de serina y treonina en la regién acrosomal de la cabeza del
espermatozoide, la pieza media y el flagelo, de espermatozoides no capacitados,
los cuales al no haber capacitado y realizado la reaccién acrosémica, no tienen

actividad fecundante.

Cuando comparamos estos resultados con el articulo de Azpiazu (Azpiazu
et al. 2014) en el cual identificaron 1717 proteinas, de las cuales el nimero de

proteinas diferenciales identificadas fueron 66, 31 de ellas disminuidas en el
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grupo NE y 35 aumentadas en este mismo grupo segun el ratio NE/E, observamos
gue ninguna de ellas se encontraban identificadas en nuestro andlisis a pesar de
ser valores similares de proteinas significativas e incluso entre grupos, lo que
denota la gran variabilidad y la gran cantidad de proteinas que forman el
espermatozoide, y la cantidad de estudios que necesitamos para dilucidar el
proteoma completo de un espermatozoide que dé lugar a gestacion y de otro que

no lo haga.

Intentando buscar una explicacion a esta gran diferencia entre los dos
grupos y teniendo en cuenta la bibliografia disponible de temas mds o menos
relacionados y en la misma linea, se podria pensar que, como ya estudiaron
Garcia-Herrero y cols. en transcriptémica (Garcia-Herrero et al. 2010b, Garcia-
Herrero et al. 2011), las proteinas encontradas sean diferentes en funcién de la
TRA empleada, necesitdndose menos requerimiento moleculares cuanto mads
invasiva es la técnica. Esto justo es lo que ha podido suceder aqui puesto que en el
estudio de Azpiazu (Azpiazu et al. 2014) las muestras analizadas provenian de

ciclos de FIV y las de esta tesis de ICSI.

Sin embargo, las proteinas identificadas en ambos estudios procedian de
diferentes partes subcelulares (nucleo, mitocondria,..) o eran proteinas secretadas
gue podian participar en la interaccion espermatozoide-ovocito (proteina de
ensamblaje de nucleosomas 1-like-1, subunidad de la enzima trifuncional alfa
mitocondrial y glicoproteina 1 de membrana asociada a los lisosomas
respectivamente) y presentaban funciones similares (de uniéon y actividad

catalitica).
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Si echamos un vistazo a toda la bibliografia disponible, donde existen
estudios que caracterizan el proteoma de espermatozoides con espermiograma
anormal o incluso comparan muestras de pacientes normozoospérmicos con
donantes (de Mateo et al. 2007), vemos que hay proteinas como la glutamina
sintetasa (GLNA) que participa en metabolismo; la piruvato deshidrogesasa X
(ODPX) que participa en el ciclo de acido tricarboxilico; la isocitrato
deshidrogenasa (IDH3A) que participa en la respiracion; la proteina de fibra densa
externa (ODF2) que participa en la composicion de la cola del espermatozoide y su
movimiento; la annexina 5 (ANXA5) que participa en la union y reconocimiento
del espermatozoide y el ovocito, que a pesar de si encontrarse entre las 2228
proteinas identificadas en nuestras muestras (anexo 2), no lo han hecho de

manera significativa.

Comparando nuestros resultados con estudios donde analizaban las
proteinas que se encontraban en muestras de pacientes astenozoospérmicos,
Martinez-Heredia y cols. (Martinez-Heredia et al. 2008) encontraron variaciones
de 17 proteinas en muestras astenozoospérmicas, pero ninguna de ellas por si
sola, era Unica responsable del estado espermdtico. En nuestras 2228 proteinas
identificadas en las muestras analizadas, encontramos 12 de estas 17 proteinas:
Annexina 5, PIP, precursor de la dihidrolipoamida deshidrogenasa, precursor de la
fumarato hidratasa, proteina de choque térmico 70, precursor-3-mercapto-
piruvato-sulfurtransferasa, delta-3,5-delta-2,4-dienoil-CoA-isomerasa, proteina A9
de unidn al calcio $S100, precursor de cluster, inositol-1-monofosfato, proteasoma
subunidad 3 beta y precursor de semenogelina. Las dos primeras, se encontraban
disminuidas en ambos estudios (es decir, en las muestras astenozoospérmicas y

en las del grupo E); las cinco siguientes, se encontran aumentadas en ambos
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estudios; y el resto se comportaban de manera contraria en ambos estudios. Esto
en principio no deberia tener mucho sentido, ya que en teoria una muestra
astenozoospérmica es una muestra con resultado del espermiograma anormal y
ninguna de las muestras de esta tesis con las que se ha realizado la comparacién
presentaba astenozoospermia (tabla 18). Ademas, las proteinas que coinciden con
las de nuestro estudio, son proteinas que pertenecen al grupo E, en vez del al
grupo NE, que seria lo mas ldgico al tratarse de muestras con alteracion en la

movilidad.

Auln con todos estos resultados decidimos ir un poco mas alld en el
anadlisis estadistico de las proteinas identificadas, y ademas de identificar las
proteinas que se encontraban de manera diferencial entre los dos grupos de
estudio y que a su vez su diferencia era estadisticamente significativa, realizamos

un analisis de regresién multiple.

Debido a la gran cantidad de datos obtenidos, se empled el método de
regresion multiple Elastic-Net con el fin de conocer que proteinas explicaban
mejor la diferencia entre los dos grupos, es decir, que proteinas tenian mds

importancia o mds peso a la hora de diferenciar los grupos de estudio.

Con este analisis pudimos observar como las muestras se clasificaban
perfectamente segun al grupo al que pertenecian y ademas vimos que proteinas
estaban en menor o mayor cantidad en el grupo E. De esta forma, identificamos
27 proteinas, 17 incrementadas en el grupo E y 10 disminuidas en este mismo
grupo. De las 17 incrementadas en el grupo E, existen proteinas que aun no han

sido caracterizadas, por lo que seria una buena linea de investigacion posterior,
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sobre todo si tenemos en cuenta las proteinas que ademas presenten una mayor
tasa de cambio o diferencia significativa. De hecho, 3 de las proteinas incrementadas
en el grupo E, WDR63, TSSK6 y PHKG2 presentaban funciones de desarrollo
testicular, produccién y funcién del esperma jugando un papel en la condensacién
de ADN durante la remodelacién de la cromatina postmeidtica y de regulacion de
la glucogenedlisis en los testiculos, respectivamente. También 4 de ellas (proteina
rica en cisteina 2, aminotransferasa de cadena ramificada aminodcida
mitocondrial, proteina D que contiene dominio 1Q y proteina relacionada con
Dickkopf 1) no aparecen entre las 53 proteinas diferenciadas de manera
significativa, ya que su p valor es >0,05. Sin embargo, si que contribuyen a
diferenciar los dos grupos de estudio en gran medida. Como también lo hace la
técnica PLS-DA, que demostré que las muestras aparecian correctamente
agrupadas, a la vez que nos permitié (mediante el vip score) determinar cudles de
las proteinas son mds importante a la hora de predecir si se va a lograr un

embarazo o no.

Al comparar las proteinas obtenidas con el método Elastic-Net con
aquellas que presentan un vip score >1,5, vimos que todas estas proteinas del
Eslatic-Net se encontraban entre las proteinas que mayor influencia tienen sobre
la variable respuesta, es decir, sobre el embarazo. Por lo que el estudio minucioso
de estas proteinas y su funcidn, que ademas de ser de las que mejor diferencian
los dos grupos (E y NE) son proteinas que tienen gran influencia en el éxito
reproductivo, nos puede dar mucha informacién y podrian ser susceptibles de ser

biomarcadores moleculares de la calidad espermatica y del éxito reproductivo.
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Mediante el andlisis funcional de todos nuestros hallazgos, esclarecimos
datos importantes en cuanto a las proteinas presentes en los espermatozoides, su

funcién y el éxito reproductivo.

Tras analizar las proteinas otenidas mediante el andlisis de redes STRING,
nos dimos cuenta que aquellas que se encontraban en mayor cantidad en el grupo
E tenian funciones relacionadas con: espermatogénesis, la fertilidad,
diferenciacién celular, actividad antioxidante, movimiento flagelar y estrutural
(flagelo, cilios). Sin embargo, las que se encontraban en mayor cantidad en el
grupo NE participaban en: traduccidon (componente ribosomal), actividad éxido-
reductasa, union ARN, unién cadherina, factor transcripcion, apoptosis, regulacion
celular, cadena respiracion mitocondrias, transporte iones (canales) y divisidn
celular. Es decir, aquellas proteinas que pertenecian al grupo E estaban mas
relacionadas con la reproduccion, mientras que las que se encontraban en el
grupo NE se relacionaban con la funcidon energética, transcripcidon-traduccion y

transporte de iones.

Pero puesto que la idea final de esta tesis era, ademas de identificar el
perfil proteico de muestra que embarazan o no, obtener proteinas susceptibles de
ser separadas por MACS, se buscaron todas aquellas proteinas que se
encontraban en la membrana del espermatozoide, requisito indispensable para
seleccionar espermatozoides mediante esta técnica. De esta forma encontramos
11 proteinas cuyas funciones eran diversas. Algunas de ellas se encontraban en el
grupo E, otras en el NE, otras presentaban significancia estadistica, otras no, y
otras con vip score >1,5. Por ejemplo ATP1A3 que se encontraba en el grupo E y

presentaba significancia estadistica podria ser susceptible de ser separada por
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MACS por estar en la membrana y ser un transportador de iones necesario para
los cambios que experimenta los espermatozoides en su camino al odvulo.
IZUMO3, que es esencial en la uniéon del espermatozoide con el ovocito (en ratén)
también se encuentra en membrana y en el grupo E, aunque sin significancia
estadistica respecto al grupo NE, igual que KCNU1, y con un papel critico en la
fertilidad por ser canal de potasio, y al contrario que CD81 que aunque participa
en la fusién espermatozoide ovocito, ademas de en la movilidad celular, se
encuentra en mayor cantidad en el grupo NE. Esta ultima que parece
contradictoria se debe a que los espermatozoides presentan CD81 en la
membrana que recubre el acrosoma del espermatozoide, pero cuando ocurre la
reaccién acrosémica y el espermatozoides estd preparado para fecundar o esta
capacitado, desaparece, por lo que seria una buena molécula para separar cuando
gueramos separar espermatozoides ya capacitados para las TRAs. Otras proteinas
de membrana podrian servir para terapia antitumoral testicular (SLCO6A1 (E) y
STEAP4 (NE)). Por ultimo, aquellas mas importantes son: LAMP1 que presenta
significancia estadistica, vip score >1,5 y se encuentra en el grupo E; y SLC2A3 que
presenta vip score > 1,5 pero no significancia estadistica, también en el grupo E.
La primera se ha visto muy recientemente que favorece la eliminacién de
espermatozoides por parte de las células de Sertoli en los tubulos seminiferos
(Ahmed et al. 2017). Y la segunda es un transportador de glucosa que se expresa

en los testiculos normales con buena espermatogénesis y en espermatozoides.

Estas proteinas son potenciales marcadores o indicadores de fertilidad o
infertilidad y de seleccidn positiva (para su uso reproductivo) o negativa (para su
descarte) mediante el uso de la técnica de MACS. Con ellas, de forma

individualizada o en conjunto, se podria establecer un protocolo de separacion de
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la técnica MACS que nos permitiera separar espermatozoides fisioldgica vy

reproductivamente compententes.

Finalmente con la base de datos DAVID obtuvimos una interpretaciéon
funcional de todas las proteinas, y vimos que las proteinas totales del analisis
presentaban procesos enriquecidos de actividad ribosomal, ARN transferencia,
produccidn de proteinas, biosintesis de proteinas y traduccién, a diferencia de lo
gue se pensaba. Lo cual se confirmd cuando analizamos los procesos en las
proteinas obtenidas con PLS-DA y vip score > 1,5, ademds de presentar funciones
de movimiento ciliar y generacion de energia (mitocondria). De igual forma que
pasaba anteriormente en el andlisis STRING, es curioso que aquellas proteinas que
se encuentran en el grupo E mayoritariamente, tiene funciones de energia,
movimiento ciliar y desarrollo celular; mientras que las del grupo NE, presentan
funciones de unidn, transcripcion, traduccidon, como si los espermatozoides del
grupo NE estuvieran en proceso de maduracién a diferencia de los del grupo E

gue ya estan diferenciados, y por eso no tuvieran capacidad fecundante.

Toda esta informacién desvelaba que efectivamente el 22% del proteoma
del espermatoide que queda por identificar incluye proteinas implicadas en el
metabolismo de los ARNs y regulacién de la traduccién de las mismas, procesos
gue se creian inexistentes, encontrando en esta tesis muchas de esas proteinas

debido a su implicacién en estos procesos.

Gracias a todos los estudios que existen hoy en dia sobre protedmica en
los espermatozoides, se sabe que cualquier proteina que dé lugar a alguna

modificacion epigenética que ocurra durante la espermatogénesis podria dar
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lugar a ajustes metabdlicos; y a la inversa, los cambios metabdlicos también
pueden inducir alteraciones de la cromatina (Amaral et al. 2014). Incluso se ha
visto que existe relacion entre el metaboloma de una célula y su epigenoma
(Martinez-Pastor et al. 2013), y que algunas proteinas participan en la oxidacion
de los lipidos que pueden dar lugar a alteraciones en la motilidad, e incluso sus
niveles alterados pueden dar lugar a individuos infértiles, como es el caso de las
proteinas peroxisomales que oxidan los acidos grasos de cadena larga (Kaczmarek

etal. 2011).

Describir el catdlogo de las proteinas que constituyen el espermatozoide
humano es crucial para definir "de qué se compone el espermatozoide". Ahora
qgue casi tenemos este conocimiento completo, es el momento de traducir las
listas de proteinas espermaticas en interactomas funcionales. Esta tesis ha abierto
el camino hacia ese objetivo, ya que aunque se han analizado las funciones de
algunas proteinas, la relevancia de las mismas estd poco clara de momento. Los
futuros experimentos deben tener como objetivo determinar cudles son los
papeles de estas proteinas espermaticas. Ademds, debemos intentar investigar la
hipdtesis de que las proteinas paternas especificas pueden ser protagonistas clave

en el desarrollo embrionario temprano.

A la vista de todos los resultados, el conjunto de lipidos y proteinas
presentes en el espermatozoide es altamente heterogéneo y dificilmente

caracterizable.

Ademas, la principal limitacion de nuestro estudio es la cantidad de

factores que influyen en la consecucién o no del embarazo y que nosotros no
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podemos controlar. Sin embargo se ha intentado estandarizar al maximo todos los
factores posibles para que fuera el factor masculino el que mayor peso tuviese,
sobre todo el factor femenino, escogiendo pacientes incluidas en el programa de
ovodonacién. Aun asi, no se pueden descartar las alteraciones inherentes al
espermatozoide y al ovocito. Por lo que el disefio experimental ha supuesto una
cuidadosa seleccién y recoleccién de las muestras estudiadas en esta tesis.
Aunque lo ideal hubiese sido poder analizar el espermatozoide que
individualmente conseguia la gestacién, al tratarse de técnicas invasivas que

destruyen la muestra, ha sido imposible.

Concluyendo, aunque en ultima instancia sélo un espermatozoide serd
responsable de la fecundacién del ovocito, todavia no existe la técnica que nos
permita evaluar y elegir el espermatozoide que serd microinyectado y dard lugar a
un RNV sano. Por tanto, dilucidar las causas de la infertilidad masculina idiopatica,
cada vez mas presente y creciente en la sociedad, es uno de los mayores desafios
de la andrologia. Aunque conseguir esta meta puede ser dificil desde el punto de
vista que estamos estudiando un resultado (gestacién si o no) a partir del estudio
de dos entes individuales, un gameto femenino y otro masculino, las técnicas
Omicas y su creciente desarrollo contribuirdan al esclarecimiento de los
mecanismos moleculares que dan lugar a este tipo de infertilidad y desvelara los
componentes clave de los espermatozoides necesarios para ayudar a seleccionar

los espermatozoides mas exitosos.

Aun asi, la informacidn obtenida contribuye a la elaboracién del catalogo
de lipidos y proteinas que nos permitirad conocer las funciones del espermatozoide

y aumentarad la evidencia que sugiere que la infertilidad masculina no depende de
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una molécula sino de un conjunto de ellas, y su regulacién puede ser necesaria

para el desarrollo embrionario normal.

Lo que si sabemos por los resultados obtenidos, es que existen diferencias
entre las muestras que embarazan y las que no en cuanto al perfil lipidico y
proteico se refiere, y muchos de los lipidos y sobre todo de las proteinas
identificadas solas o en conjunto, nos podrian ayudar a elegir el mejor

espermatozoide para conseguir un embarazo.

Esta tesis pretende ayudar a esclarecer o a aumentar el conocimiento
sobre los componentes moleculares que forman el espermatozoide y que
participan activamente en el proceso de reproduccién bien positiva
(embarazando) o negativamente (no embarazando), con el fin de encontrar
biomarcadores moleculares que permitan el desarrollo de nuevas técnicas de
diagndstico y/o seleccidn espermatica que complementen al espermiograma en la

practica diaria del laboratorio.
Aun asi, necesitamos de mas estudios que profundicen en estos hallazgos

y caractericen e identifiquen bien que moléculas Sl y cudles NO, dan lugar a una

gestacion evolutiva y a un RNV.
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VII.CONCLUSIONES

1. El perfil global de lipidos identificados presentes en espermatozoides
que dan lugar a un embarazo y aquellos que no, no permite separar
las muestras en funcién de su capacidad fecundante. No obstante,
hemos descrito una serie de lipidos en concreto que, tras una futura
validacion, nos permitirian diferenciar las muestra que embarazan de
las que no.

Estos potenciales marcadores de fertilidad espermatica no han sido
descritos previamente en ninguna funcidn relacionada con la

reproduccion.

2. Todos los lipidos y familias de lipidos que se han encontrado en mayor

cantidad de forma estadisticamente significativa en las muestras

analizadas, se encontraban en las muestras del grupo NE.

3. Las ceramidas, presentan una prometedora habilidad predictiva para

pronosticar el embarazo.

4. Se ha realizado una de las caracterizaciones mds completas del perfil

proteico de los espermatozoides.

5. El andlisis proteico diferencial de los espermatozoides, ha permitido

observar proteinas en los grupos de estudio que presentan funciones
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y participan en procesos bioldgicos relacionados con la reproduccién,

pudiendo ser utlilizadas como biomarcadores espermaticos.

6. Algunas de las proteinas identificadas y ubicadas en la membrana de
los espermatozoides, las cuales tienen funciones relacionadas con la
reproduccién, son susceptibles de ser biomarcadores espermaticos y
ser capaces de separar espermatozoides con capacidad fecundante o

no, mediante la técnica de MACS.

7. Entre las proteinas diferenciales, se encuentran algunas implicadas en
el metabolismo de los ARNs y la regulacién de la traduccion de los
mismos, procesos que se creian inexistentes en el espermatozoide, lo
cual podria representar el 22% del proteoma del espermatozoide que

queda por conocer.

8. El uso de la técnica UHPLC-MS y el analisis de SWATH-MS podria ser
una posibilidad real para predecir los resultados de reproduccion
asistida, que deberd contrastarse prospectivamente en un estudio
clinico para determinar la capacidad de clasificaciéon y seleccidn

espermatica de estas técnicas.

9. La combinacién de marcadores lipidicos y proteicos descritos en este
trabajo podria incrementar la capacidad predictiva de la habilidad

fecundante del espermatozoide en un anlisis tipo MACS.
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Anexos

IX.ANEXOS

Lista de ABREVIATURAS:

1D-SDS-PAGE: Técnicas de separacidn de proteinas en una dimensién
2D-DIGE: Electroforesis diferenciales de dos dimensiones
2D-SDS-PAGE: Técnicas de separacion de proteinas en dos dimensiones
8-OHdG: 8-hydroxydeoxyguanosina

ABC: bicarbonato amonico

AC: Acil carnitinas

ACN: acetonitrilo

ADN: Acido desoxirribonucleico

AH: Acido Hialurénico

ARN: Acido ribonucleico

ASEBIR: Asociacion Espafiola para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
ASRM: Asociacion Americana de Medicina de la Reproduccion

AUC: Area bajo la curva

BPI: Pico de intensidad Base

Cer: Ceramidas

ChoE: Esteres de colesterol

CMH: Monohexosilceramidas
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CMV: Cytomegalovirus

CP: Coito Programado

CP135: 135kDa proteina centrosomal

DAVID: Base de datos (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery)

DBD-FISH: Deteccion de dafios de ADN mediante la técnica de hibridacidn in
situ fluorescente

DE: Desviacion estandar

DHA: Acido Docosahexaenoico

E:Grupo que consigue gestacion

EROs: Especies Reactivas de Oxigeno

ESRHE: Sociedad Europea de Reproduccién y Embriologia

FA: acido férmico

FDR: del inglés test de correccién multiple

FISH: Hibridacidn In situ Fluorescente

FIV: Fecundacién in vitro

FQ: Fibrosis Quistica

FSH: Hormona foliculo estimulante

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina

GO: ontologia génica
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GPxs: Glutation Peroxidasa

GR: Glutation Reductasa

HBA: Test de union del acido hialurdénico

hCG: Gonadotropina coridnica humana

hCPa3: a3 acting capping protein

hMG: Gonadotropina menopdusica humana

H-MNR: resonancia magnética nuclear

HPLC: Cromatografia liquida de alta presion

HTF: Medio de cultivo Human Tubaric Fluid

IA: Inseminacion Artificial

IAC: Inseminacion Artificial Conyugal

IAD: Inseminacion Artificial de Donante

IAH: Inseminacion Artificial Homdloga

IC 95%: Intervalo de confianza del 95%

ICSI: Inyeccidn Intracitoplasmatica

IMC: indice de masa corporal

IMSI:  Inyeccién Intracitoplasmatica de espermatozoides
morfolégicamente

LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada en tdndem a MS

LCPUFAs: Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

seleccionados
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LOD: Limite de deteccién

LPC: Lisofosfatidilcolinas

LPE: Lisofosfatidiletanolaminas

LPI: Lisofosfatidilinositoles

m/z: Masa molecular

MACS: Separacién Inmunomagnética de Espermatozoides
MALDI-TOF: Técnicas de deionizacion asistida por |dser acoplada a MS
MB: MicroBeads

MCI: Masa Celular Interna

mL: Mililitros

MS: Espectometria de masas

MSOME: Morfologia de los organulos de los espermatozoides moviles
NEFA: Acido grasos no esterificados

NP (tabla de la OMS): Espermatozoides con movilidad no progresiva
NE: Grupo que no consigue gestacion

ODF2: Outer dense fibre protein 2/2

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPLS: Enfoques supervisados ortogonales de minimos cuadrados parciales a
estructuras latentes

PAF: Receptores factor de activacién plaquetario
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PC: Componente principal

PC: Fosfatidil colina

PCA: Analisis de componentes principales

PE: Fosfatidiletanolaminas

PI: Fosfatidilinositoles

PIP: Proteina inducible por prolactina

PLA2G2A: Fosfolipasa A2

PLS: minimos cuadrados parciales

PLS-DA: PLS pero combinado con andlisis discriminante

PR: Espermatozoides con movilidad progresiva

PS: Fosfatidilcolina

PSA: Preproteina especifica de antigeno prostatico isoformal|

PUFAs: Acidos grasos poliinsaturados

QC: Control de calidad

gPCR: Reaccidn en cadena de la Polimerasa cuantitativa

RNAseq: Secuenciacion ARN

RNV: Recién Nacido Vivo

ROC: Receiver Operating Characteristic, o Caracteristica Operativa del Receptor
RS-LC-MS/MS: Cromatografia de fase liquida reversa acoplada a tdindem MS

SABP: Secretory actin-binding protein
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SCD: Test de dispersidon de la cromatina espermatica

SCSA: Andlisis de la estructura de la cromatina espermatica

SDF: Fragmentacion del ADN espermatico

SEF: Sociedad Espafiola de Fertilidad

SM: Esfingomielinas

SOD: Superdxido dismutasa

SU: Swim-up

SWATH: del inglés Sequential Windowed Acquisition of All Theoretical Fragment
lon Mass Spectra, espectrometria de masas de adquisicion independiente de
datos

TE: Trofoectodermo

TFA: 4cido trifluoroacético

TG: Triacilgliceroles

TICS: cromatograma del total de iones analizados

TOF: Tiempo de vuelo

tR: Tiempo de retencion

TRA: Técnica de Reproduccion Asistida

TUNEL: Marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil

transferasa
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UHPLC-MS: Cromatografia liquida de Ultra Rendimiento acoplada a Espectometria

de Masas

VHB: Virus Hepatitis B

VHC: Virus Hepatitis C

VHS: Anti-herpes simple virus

VIH: Virus Inmunodeficiencia Humana
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Anexo 1: Proteinas identificadas en la libreria.

La libreria se depositd en el Consorcio ProteomeXchange a través del
repositorio de socios PRIDE con el identificador del conjunto de datos
PXZD006309. Estos datos se incluirdn en un archivo Excel en la versién digital de
esta tesis debido al extenso tamafio de la tabla.

En el Excel aparecen 3074 filas que corresponden a las proteinas, pero en
realidad alguna de las proteinas estan repetidas y corresponden con aquellas en

las que el pardmetro de fiabilidad de identificacién = 0.

Anexo 2: Proteinas identificadas en las muestras objeto de estudio.

Estos datos se incluiran en un archivo Excel en la versidn digital de esta

tesis debido al extenso tamario de la tabla.

Anexo 3: Proteinas obtenidas en el analisis PLS-DA con un vip score >1,5.

Estos datos se incluiran en un archivo Excel en la version digital de esta

tesis debido al extenso tamario de la tabla.

Anexo 4: Analisis mediante STRING con las proteinas obtenidas con el analisis
PLS-DA con vip score >1,5.
Estos datos se incluiran en un archivo Excel en la version digital de esta

tesis debido al extenso tamario de la tabla.
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Anexo 5: Proteinas seleccionadas del analisis STRING que se encuentran en
mayor cantidad en el grupo E (verde) o en el NE (rojo).
Estos datos se incluirdn en un archivo Excel en la version digital de esta

tesis debido al extenso tamario de la tabla.

Anexo 6: Analisis mediante la base de datos DAVID de las 2228 proteinas
identificadas mediante el analisis de SWATH y comparadas con las 20581
proteinas que forman parte del proteoma humano.

Estos datos se incluiran en un archivo Excel en la versidn digital de esta

tesis debido al extenso tamario de la tabla.
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Los problemas de fertilidad afectan aproximadamente al 8% de las parejas en edad reproductiva, siendo el factor
masculino el responsable de aproximadamente el 50% de los casos. La nica herramienta aceptada por la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) para evaluar la fertilidad masculina, es el espermiograma o anélisis basico del semen,
pero su valor predictivo para pronosticar |a capacidad masculina para iniciar un embarazo es limitado. Por ello es
necesaria |a elaboracion de una herramienta que nos permita detectar defectos en los espermatozoides que pasen
desapercibidos en el anlisis basico del semen rutinario.
El reciente desarrollo de nuevas técnicas dmicas, como cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tandem (LC/MS-MS) de dltima generacitn, ha abierto el camino al estudio de macromoléculas como las proteinas
y los metabalitos o lipidos. El estudio del transcriptoma (conjunto de mRNAs), del proteoma (conjunto de proteinas)
y del metaboloma (conjunto de metabolitos) es una herramienta potente para este fin, ya que el espermatozoide es

una célula accesible y facil de purificar, por lo que es iddneo para este tipo de anlisis. ,

Debido a las modificaciones del transcriptoma, el estudio del proteoma y metaboloma es el que nos proporciona mas
informacicn sobre |as distintas funciones celulares. El objetivo de esta tesis es realizar los perfiles de proteinas y
metabolitos en concreto lipidos, existentes diferencialmente en los espermatozoides de pacientes infértiles que
acuden a nuestra clinica y logran obtener una gestacitn en comparacidn con aquellos pacientes que no lo logran, en
tratamientos de ICSI (Inyeccidn intracitoplasmética)- con el uso de ovocitos propios- o IGSI con ovocitos donados
(OVODON), identificando proteinas y lipidos que puedan estar implicados en la fertilidad o infertilidad masculina y
que sean clave en |a capacidad para iniciar una gestacian a término.

De esta forma se aumentara el conocimiento sobre los componentes moleculares que forman el espermatozoide y
que participan activamente en el proceso de reproduccion con el fin de encontrar biomarcadores moleculares que

permitan el desarrollo de nuevas técnicas de diagndstico y/o seleccion espermética, que complementen al espermiograma.



	Portada
	TESIS FINAL ROCÍO RIVERA EGEA (1)
	Página en blanco

	contrapor



