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Introduccid

La infertilitat es considera un problema de salut publica que afecta una gran part de les parelles
en edat reproductiva. En molts casos és responsable el factor masculi.

Un correcte desenvolupament del procés d’espermatogénesis és essencial per la formacié dels
espermatozoides, i que aquests siguin capagos de fecundar I'oocit de manera eficient. A causa
de la seva importancia és un procés altament regulat. Entre els elements reguladors trobem els
microRNAs, moléecules de small non-coding RNA implicades en el control de I'expressié génica.
En els darrers anys s’ha demostrat la seva rellevancia com a factors reguladors, i la seva
implicacio en la fertilitat masculina.

Existeixen gran nombre de casos d’infertilitat on fins ara no s’ha pogut definir el seu origen. Per
aixo, sorgeix la necessitat d’establir nous métodes de diagnostic per tal de millorar els actuals, i
gue ens permetin explicar el perque d’aquests casos.

Mitjancant diversos estudis s’observen diferencies en el perfil d’expressié dels microRNAs entre
els individus fertils i infertils, i entre els diferents individus infértils. Gracies a aquestes evidencies
i el seu paper en la regulacié de I'espermatogénesi, es proposen els microRNAs com a nous
biomarcadors de fertilitat.

Objectiu

La infertilitat masculina és, doncs, un problema rellevant, i no sempre presenta una causa
definida. Per aquest motiu, els objectius d’aquest treball sén:

- Analitzar el patré d’expressié dels miRNAs descrits a la literatura durant les diferents
fases de I’espermatogénesi, i la seva funcié reguladora.

- Analitzar els diferents patrons d’expressié dels miRNAs descrits a la literatura en els
diferents tipus de pacients infértils.

- Comprovar si hi ha una relacié entre el patré de miRNAs dels diferents tipus de pacients
infértils amb el patrd expressat en les diferents fases de I'espermatogénesi, per tal de
relacionar el moment en que es produeix I'alteracid de formacié dels gametes amb les
caracteristiques del pacient infertil, i poder aixi, entendre millor I'etiologia de la
infertilitat.

Metodologia

Aquest treball es basa en realitzar una revisio bibliografica. Les principals fonts i bases de dades
consultades son PubMed- NCBI i Scopus per la recerca d’articles cientifics, i la “Organitzacio
Mundial de la Salut” per consultar conceptes i dades estadistiques. La recerca es porta a terme
des de novembre de 2017, fins a I’abril de 2018.

La cerca d’articles es realitza principalment en anglés, i les paraules claus utilitzades son:
infertility, male infertility, sperm cell, microRNAs, expression, spermatogenesis, regulation,
biomarkers.

Els articles seleccionats sén revisions sistematiques, i articles experimentals. S’ inclouen articles
publicats des del 2008 fins I'actualitat.

Resultats i discussio

Espermatogenesi

L’espermatogeénesi és el procés de formacio dels gametes masculins. Es produeix als tubuls
seminifers situats a l'interior dels testicles.



L’epiteli dels tubuls esta format per dos tipus cel-lulars, les cél-lules germinals o espermatogonis,
i les cel-lules de Sertoli, que donen suport estructural i nutricional a les anteriors.

L'espermatogéenesi permet la formacié d’espermatozoides a partir dels espermatogonis, i consta
de tres fases: proliferativa, meiotica, i espermiogénesis.’

Les cel-lules germinals primordials es mantenen en fase GO del cicle cel-lular fins al moment del
naixement, on entren de nou al cicle cel-lular, i es converteixen en espermatogonis.? Aquests
ultims son cel-lules mare diploides situades sobre la membrana basal de I'epiteli seminifer i
envoltades per les cel-lules de Sertoli. Presenten una divisié mitotica, i sén les encarregades de
mantenir el pool de cel-lules germinals. Podem diferenciar-ne tres tipus:

- Tipus Ad: cel-lules de reserva amb baixa proliferacio.
- Tipus A: divisiéd mitotica mantenint constant el poo/ d’espermatogonis tipus A.
- Tipus B: divisié mitotica donant lloc als espermatocits primaris.

Aguesta primera fase es coneix com fase proliferativa.

A partir dels espermatocits primaris derivats dels espermatogonis de tipus B s’inicia la fase
meiotica. Les cél-lules experimenten la primera divisi6 meiodtica i donen lloc als espermatocits
secundaris. Aquests pateixen una segona divisio i apareixen les espermatides. Gracies a aquesta
fase s’obtenen les cél-lules haploides.

Finalment, es produeix la fase d’espermiogénesis. Les espermatides es sotmeten a una séerie de
canvis, i donen lloc als espermatozoides. Aquesta fase consta de dues etapes, una primera en
qué es produeixen canvis morfologics (reduccié del volum i pes cel-lular, formacié del flagel i
sistema acrosomic), i es condensa el material geneétic per garantir la seva proteccid; i una segona
anomenada espermiacio, on els espermatozoides son alliberats de les cél-lules de Sertoli, i es
mouen per l'interior dels tubuls seminifers fins a arribar a la rete testis, i des d’alla es dirigeixen
a I'epididim, on es produeix la maduracié espermatica.
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Figura 1. Estadis cel-lulars durant el procés de I'espermatogenesi.

Durant aquest procés, a mesura que les cél-lules proliferen avancen sobre I'epiteli, de manera
gue es considera que aquest esta dividit en segments o onades segons les diferents etapes del
cicle. Cada segment esta format per I'associacié d’un tipus cel-lular concret.

Al nounat només trobem ceél-lules de Sertoli que envolten els espermatogonis i els
espermatocits primaris, i quan I'individu assoleix la pubertat es reprén el procés, que es manté
durant la vida adulta de I'individu.! Es un procés altament regulat, tant a nivell endocri com
molecular.

microRNAs

L’'RNA d’interferéncia consta de molecules d’ small non- coding RNA implicades en el control de
I’expressid génica. Actuen principalment a nivell post-transcripcional i traduccional.? Es poden



classificar en tres grups: small interfering RNA (siRNA), microRNA (miRNA), i piwi- interacting

RNA (piRNA).*

Properties SIRNA miRNA PiRNA

Length ~21nt ~22 nt ~24-30 nt

Strand Double-stranded RNA Single-stranded RNA Single-stranded RNA

Number NA Several hundred ~50000

Origin Exogenous RNA Endogenous RNA Endogenous RNA

Expression Not expressed in tissues or cells Various tissues and cells Spermatocytes, spermatids

Binding targets mRNA Ago subclass Piwi subclass

Dicer Dicer required Dicer required Dicer independent

Function mRNA degradation or mRNA instability and Repression of retrotransposon &
posttranscriptional silencing translation inhibition post-transcriptional regulation

Taula 1. Comparacié de les propietats dels siRNA, miRNA i piRNA.*

Els microRNAs es descobreixen per primera vegada a |'espécie Caenorhabditis Elegans. Sén
molécules de RNA monocadena formades per aproximadament 22 nucleotids. El seu origen es
troba al RNA endogen, la majoria localitzats a regions introniques, i es considera que al voltant
d’1% del genoma huma codifica per miRNAs.> Regulen aproximadament un 30% dels gens.*

La sintesi de miRNAs s’inicia amb la transcripcio del precursor de miRNA (pri-miRNA) per la RNA
polimerasa Il al nucli cel-lular. Es poden transcriure de forma que contenen un Unic hairpin o
clisters de multiples hairpins. A continuacid, la seqiiéncia transcrita és metilada per I'enzim
metiltransferasa like 3. Un cop metilat, el pri-miRNA és reconegut per DGCR8, cofactor de
Drosha. Drosha és una ribonucleasa Ill (RNasa lll), que actua tallant el pri-mRNA, i genera una
molecula de 70 nucleotids coneguda com pre-miRNA. El pre- miRNA és reconegut per I'exportina
5 i es transporta al citoplasma. Un cop aqui, actua de nou una RNasa Ill coneguda com a Dicer, i
genera una molecula de doble cadena de 22 nucleotids, és a dir, el miRNA madur. Finalment,
una de les cadenes de miRNA s’uneix a la proteina Argonauta formant el complex miRISC (miRNA

induced silencing complex), i I'altra cadena es degrada (Figura 2).°
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Figura 2. Biogénesi i funcié dels miRNAs.>




miRISC presenta activitat RNasa Ill, i és I’encarregat de regular I'expressié genica mitjancant
dues vies principals:®

- Degradacio del mRNA diana: la cadena de RNA s’uneix a I'extrem 3’-UTR del seu RNA
missatger (mRNA) diana, i indueix la seva degradacié. La complementarietat entre
miRNA i mRNA diana no és total, una molécula de miRNA pot induir la degradacié de
més d’un mRNA.

- Inhibicié de la traduccié: inhibint la traduccié de manera directa, o bé actuant sobre
m6- CAP.

Regulacié de I'espermatogénesi via miRNAs

Per aconseguir uns gametes madurs capacos de fertilitzar I'o0cit és necessari que el procés
d’espermatogenesi es desenvolupi de manera eficient, pel que és un procés altament regulat.
Un dels principals nivells de regulacié és el control de I'expressié genica, el que deriva en
I"aparicid de diferents perfils transcripcionals en funcié del tipus i estadi cel-lular.

La major activitat transcripcional es troba als espermatocits primaris i disminueix al llarg del
procés, fins a ser nul-la durant I'espermiogenesis, quan es produeix I'empaquetament de la
cromatina.b

Analitzant els small non-coding RNAs es detecta I'expressié de fins a 24.000 tipus diferents als
espermatozoides masculins, sent els més estudiats els miRNAs.” Els nivells més alts de miRNAs
coincideixen amb la maxima activitat transcripcional.®

Presenten un paper important en la regulacié génica, i a la vegada es troben regulats per
diferents mecanismes moleculars, de manera que s’expressen de forma diferencial al llarg del
procés.

Inicialment, les cél-lules germinals primordials presenten una elevada expressié dels clusters
mirl7-92, i mir290-295, i dels miR-141, miR-200a, miR-200c, i miR-323. L’expressi6é d’aquests
ultims disminueix a mesura que avanca el desenvolupament, i I'expressio de la familia Mir Let7
augmenta.’

A continuacid es formen els espermatogonis, els quals sén cél-lules mare, de manera que és
important que mantinguin un estat proliferatiu i indiferenciat per assegurar la produccid
continua d’espermatozoides.

Expressen el Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF), i aguest, mitjancant diferents
vies de senyalitzacié intracel-lular estimula I’expressié de multiples factors de transcripcid, entre
ells ETV5. Aquest ultim és essencial per I'autorenovacié cel-lular, ja que ratolins ETV57
presenten una pérdua completa de les cel-lules germinals.®

ETV5 actua estimulant I'expressid de varis miRNAs que presenten al seu promotor multiples llocs
d’unié per aquest factor, entre ells miR-21. Aquest miRNA és important per la supervivéncia dels
espermatogonis, i actua regulant el procés d’apoptosis. La seva inhibicid incrementa el nombre
de cel-lules apoptotiques (Figura 3).8

Per tant, el procés de proliferacié cel-lular esta regulat pel factor GDNF, que actua via ETV5S i
diferents miRNAs, entre ells miR-21, mantenint la renovacid i produccié d’espermatozoides.
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Figura 3. Funcié de miR-21 en les cél-lules
germinals en cultiu. (A) El nombre de cel-lules
en cultiu transfectades amb Anti- miR-21 és
inferior al nombre de cel-lules transfectades
amb un oligonucleotid control. (B) Les
cél-lules transfectades amb un oligonucleotid
Anti- miR-21 presenten un index apoptotic
superior a les cél-lules transfectades amb un
oligonucleotid control.®
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Per coneixer com es mantenen les cél-lules en estat indiferenciat és important I'estudi de la
proteina KIT. S’utilitza com un marcador de diferenciacié cel-lular. Les cél-lules indiferenciades
son KIT negatives, mentre que la seva expressid indueix la diferenciacid.

Les cél-lules germinals primordials son KIT positives, els espermatogonis sén KIT negatius, i quan
s’'indueix la seva diferenciacié es recupera I'expressié del factor.
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Figura 4. Control de I’expressié del gen Kit®

La transcripci6 del gen Kit es troba regulada per tres factors de transcripcio.’ SOHLH1 estimula
la transcripcié del gen, i PLZF la inhibeix. Per altra banda, SALL4 recluta PLZF1, de manera que
SOHLH1 es pot unir al promotor i estimular la transcripcié de Kit.

Els tres factors de transcripcid s’expressen tant a les cél-lules indiferenciades com a les cel-lules
diferenciades, per tant en tots dos casos hi ha transcripcio del gen Kit. La proteina KIT, pero, no
s'expressa a les ceél-lules indiferenciades, per tant, hi ha una regulacié a nivell post-
transcripcional. L’encarregat d’aquesta regulacio és el miR-221/222.°

miR-221/222 s’expressa a les cél-lules indiferenciades. Té com a funcid principal inhibir I’
expressio de la proteina KIT, i mantenir aquest estat indiferenciat. La seva expressio ve regulada
per factors extrinsecs. GDNF, FGF2 i CSF-1 estimulen la seva expressio i per tant indueixen un
estat cel-lular indiferenciat, mentre que I’ acid retinoic disminueix la seva expressié i promou la
diferenciacio estimulant I'expressié de KIT.?

La inhibicié de miR-221/222 dona lloc a una pérdua de l'estat indiferenciat, i les cél-lules
perdrien la funcié de cel-lula mare. En cap cas, pero, es veu una disminucié del nombre de
cel-lules com succeia amb la inhibicié de miR-21.



Per contra, una sobreexpressio de miR-221/222 inhibeix lI'accié de l'acid retinoic, i els
espermatogonis mai assolirien un estat diferenciat.’

El clister miR-17-92 també actua mantenint les cel-lules en un estat indiferenciat, doncs inhibeix
I” expressid de gens implicats en la diferenciacio cel-lular com Kit, Socs3 o Stat3.1° D’altra banda,
inhibeix I'expressié de gens que indueixen I'apoptosi com Bcl2. Aquest ultim fet és important, ja
gue no tots els espermatogonis entren en meiosi, sind que ho fan un nombre reduit. Aixo és
degut a que les cel-lules de Sertoli només poden nodrir de forma eficient un determinat nombre
de cel-lules, per tant cal regular constantment el pool de cél-lules presents.!!

Inhibint I'expressié d’aquest cluster s’observa un augment en I'expressié de miR-106b-25.
Aguest ultim actua compensant I'actuacié de miR-17-92, ja que no s’observen canvis en
I'expressid dels gens diana (Figura 5). Els dos miRNAs actuen de forma complementaria
mantenint un estat cel-lular indiferenciat.?
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Figura 5. Analisi de I’expressio del cluster Mir-106b-25, i gens de diferenciacié mitjangcant RT-PCR quantitativa.
(A) S’observa un augment significatiu de I'expressié de Mir-106b-25 en animals KO per miR-17-92. (B) No hi ha
diferéncies significatives en I'expressié dels gens diana de miR-17-92 entre els animals WT i KO. 10

A mesura que avanca el desenvolupament els espermatogonis indiferenciats perden la funcié
de cel-lules mare i assoleixen un estat diferenciat. Aquesta transicié ve regulada per I'acid
retinoic.

miR-146 s’expressa als espermatogonis indiferenciats i actua inhibint els gens de diferenciacié
cel-lular.’? Davant I'estimul de I'acid retinoic disminueix la seva expressio, i augmenta la dels
gens de diferenciacid. Encara no es coneix el mecanisme implicat en aquest efecte.

Per altra banda, miR-146 regula I'efecte de I'acid retinoic. Les cel-lules que sobreexpresen miR-
146 no responen a I'acid retinoic, pel que és capac d’inhibir aquest senyal.?

S’estableix la hipotesi que miR-146 regula I'expressié de MED1.*2 MED1 és un factor de
transcripcid que regula I'expressid dels receptors nuclears, entre ells el receptor de I'acid
retinoic. miR-146 inhibiria I'expressié de MED1, conseqiientment disminuiria la transcripcio dels
receptors nuclears, i les cél-lules no podrien respondre als senyals de diferenciacié rebuts de
I'entorn.



Quan les cél-lules es diferencien s’observa un canvi en el perfil d’expressié dels miRNAs. Als
espermatogonis diferenciats, i espermatocits primaris és important I'expressio de la familia Mir
Let7.

Mir Let7 actua inhibint I'expressid dels gens de proliferacié cel-lular, i activa els gens de
diferenciacio.'® La seva expressio és induida per I'accié de I'acid retinoic. En aquest cas si que es
coneix el mecanisme d’actuacio, i implica la participacié del factor LIN28.

LIN28 és una RNA binding protein expressada a les cél-lules germinals primordials, i cel-lules
indiferenciades. Actua unint-se al pri-mRNA de Mir Let7, i impedeix el processament per part de
Dicer i Drosha, de manera que no es forma el miRNA.

L’expressid génica de LIN28 també és regulada per I'acid retinoic. Conté una seqiiéncia RAREs
(elements de resposta als receptors d’acid retinoic) on s’uneixen els receptors RAR/RXR
heterodimerics, i amb I'arribada de I'acid retinoic inhibeixen I'expressié del gen.

Destacar que també és produeix una interaccié directa entre Mir Let7 i LIN28. El mRNA de LIN28
és mRNA diana de Mir Let7. Per tant, davant I’estimul de I'acid retinoic s’inhibeix I'expressié de
LIN28 i augmenta la de Mir Let7, i aquest a la vegada potencia la seva expressié inhibint LIN28.%3

Un altre miRNA encarregat de promoure la diferenciacié cel-lular és miR-34c. La seva expressid
és especifica de cel-lules germinals (Figura 6). S’expressa als espermatocits, i espermatides
rodones.
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Figura 6. Expressié miR-34c en funcié del teixit. (A) Els resultats del Northern Blott mostren una expressio
especifica de miR-34c als espermatocits, espermatides rodones, i testicles. (B) RT-gPCR mostra I'expressié de
miR-34c en diferents teixits.1*

Per promoure la diferenciacio cel-lular miR-34c interacciona amb diferents vies de senyalitzacio.
La via de senyalitzaci6 NOTCH consta de diferents factors, entre ells Notch2, que inhibeixen la
diferenciacid cel-lular, i estimulen la capacitat d’autorenovacié de les cel-lules. miR-34c actua



potenciant la degradacié del mRNA de Notch2, i d’aquesta manera inhibeix els senyals que
impedeixen la diferenciacié.'4

També actua sobre el factor Nano2. Es tracta d’una ribonucleoproteina de la via de senyalitzacio
NANO, que actua inhibint I'expressié de gens inductors de la meiosi, entre ells Stra8. miR-34c
promou la degradacié de Nano2, i permet I'expressié de Stra8.> Aixi la cél-lula adquireix la
capacitat d’entrar en meiosi.
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Figura 7. Procés de diferenciacio cel-lulars

miR-34c també estimula la via intrinseca de I'apoptosi augmentant la ratio Bcl2/Bax mitjancant
la inhibicié d’ATF1. Aquest factor actua disminuint la ratio Bcl2/Bax de forma que indueix la
supervivencia de la cél-lula.t®

Durant la fase d’espermiogénesis es produeix la compactacio de la cromatina. Les histones sén
substituides per les proteines de transicio (TP1 i TP2), i posteriorment per protamines (Prm1 i
Prm2). El mRNA d’aquestes molécules es transcriu a les espermatides rodones, perdo no
s’expressa fins a assolir I'estadi d’espermatides elongades. Es coneixen dos miRNAs implicats en
aquesta regulacid, sén miR-469 i miR-122.
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Figura 8. Repressio de Prm2 i TP2 via miR-469. (A) L’analisi per qPCR
mostra la disminucid dels nivells de mRNA de Prm2 i TP2 en presencia de
miR-469. (B) Mitjangant un Western Blott s’observa una expressié
disminuida del mRNA Prm2 i TP2 en les cél-lules que presenten miR-469
en comparacié amb el control.18




miR-469 i miR-122 s’expressen a les espermatides rodones. miR-469 actua inhibint la traduccié
de TP2, i Prm2, i miR-122 indueix la degradacié del mRNA de TP2.17:18 Aixi s’aconsegueix limitar
I’expressio d’aquestes proteines als ultims estadis de I'espermiogénesis. Es coneix que miR-469
esta regulat per la Gonadotropin-regulated Testicular RNA Helicase (GRTH), concretament actua
inhibint la seva expressio.'®

A les espermatides elongades disminueixen els nivells de miR-469 i miR-122 i es poden expressar
les proteines de transicid i les protamines, donant lloc a la compactacié de la cromatina.

Finalment es formen els gametes madurs. Els espermatozoides no son només un reservori de
DNA, sind que també és important el conjunt de RNAs que contenen. S’observa un perfil de
miRNAs especific. La majoria d’aquests no presenten la seva diana al mateix espermatozoide,
sind que es troba en l'oocit, de manera que actuen regulant alguns dels processos
postfecundacié. L'alteracio d’aquest perfil de miRNAs pot derivar a casos d’infertilitat masculina.

Tots aquests resultats s’han observat en ratolins. Es considera que les seqliencies de miRNAs
estan altament conservades entre espécies, pel que els resultats serien extrapolables als
humans.*

Implicacié dels miRNAs en la fertilitat masculina

La infertilitat és una malaltia del sistema reproductor definida per I'Organitzacié Mundial de la
Salut (OMS) com la incapacitat d’assolir un embaras clinic després de 12 mesos o més de
relacions sexuals no protegides. *°

Afecta 1 de cada 6 parelles en edat reproductiva i té una tendencia creixent. Entre els diferents
factors causals trobem I'alteracié de la produccié dels gametes, alteracions que dificulten el
contacte entre aquests, i alteracions de la implantacid. El factor masculi és el responsable unic
en el 25-35% dels casos.?

La infertilitat masculina presenta multiples origens. Per establir un bon diagnostic cal realitzar
una historia clinica, un examen fisic, i una serie de proves especifiques. En molts casos, el resultat
d’aquestes proves és normal i no s’arriba a definir una causa concreta. Es I'anomenada
infertilitat idiopatica. A causa de I'elevat nombre de casos que queden sense resoldre amb els
meétodes de diagnostic actuals sorgeix la necessitat d’establir nous biomarcadors.

Un biomarcador és una molécula bioldgica present a la sang o altres fluids corporals que indica
una funcié fisiologica.” Presenta una mesura objectiva, és facil de detectar, amb una alta
sensibilitat i especificitat, i la seva deteccié implica efectes secundaris minims.

Actualment, pel diagnostic de la infertilitat I’analisi de biomarcadors més utilitzat és I’analisi del
semen o seminograma. Consisteix en un analisi macroscopic, en que s’avalua el volum, color,
viscositat, coagulacié i pH de la mostra; i un analisi microscopic on es detalla el nombre
d’espermatozoides, la seva concentracid, I'aglutinacié de la mostra, la viabilitat, la morfologia i
la motilitat.?*

Tot i ser el seminograma la mostra més estandarditzada en el diagnostic de la infertilitat, es creu
que les propietats del semen no sén les millors caracteristiques per analitzar. Aixo és
consequeéncia del seu origen divers, i a qué es pot veure alterat per molts factors externs.”

Es per aquest motiu, i pel desenvolupament de noves tecnologies que apareixen nous
biomarcadors. Els més destacats sén biomarcadors genomics, proteomics, i metabolics.”
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Darrerament es considera I'Us dels miRNAs com a nou biomarcador de fertilitat. Aquestes
molécules estan presents tant a les cél-lules com als fluids corporals, com és el semen, pel que
es podrien obtenir d'una forma no invasiva.

Estudis realitzats en pacients infertils han demostrat un patré d’expressié diferencial entre els
pacients fertils i infertils, i entre les diferents classes d’infertilitat.?>>> Segons el centre i/o
poblacié on es realitza I'estudi, el perfil en una mateixa classe d’infertilitat és diferent. Aixo pot
ser degut a la variabilitat interindividual i entre poblacions, i la sensibilitat del métode utilitzat.?®

Entre els diferents estudis publicats, un estudi de la Universitat de Saarland- Alemanya analitza
el perfil d’expressid dels miRNAs en individus normoozospermics, astenozoospéermics, i
oligoasteronozoospérmics.?> Ens centrem en la revisio d’aquest estudi ja que permet la
comparacié entre els individus infertils i individus fertils, pero també entre diferents classes
d’infertilitat.

El protocol que porten a terme consisteix en I’'obtencié de les mostres de semen i aillament dels
espermatozoides. Posteriorment es fa una purificacié del RNA, i mitjangant un microarray s’obté
el perfil d’expressio. Per tal de confirmar la presencia dels miRNAs es fa una PCR.

Els resultats obtinguts mostren diferencies significatives entre el perfil d’expressié dels miRNAs
dels individus fertils comparat amb els individus astenozoospérmics i entre els

normozoospérmics i oligoastenozoospérmics (Taula 2).

Perfil d’expressié miRNAs

Individus astenozoospérmics vs. Individus oligoastenozoospérmics vs.
normozoospérmics normozoospérmics
Up regulats Down regulats Up regulats Down regulats
hsa-let-7d hsa-miR-122 hsa-let-7b hsa-miR-122
hsa-let-7e hsa-miR-1231 hsa-let-7c hsa-miR-122*
hsa-let-7f hsa-miR-127-3p hsa-let-7d hsa-miR-1228*
hsa-miR-103 hsa-miR-1281 hsa-miR-125a-5p hsa-miR-127-3p
hsa-miR-125a-5p hsa-miR-1299 hsa-miR-139-3p hsa-miR-1306
hsa-miR-1274a hsa-miR-1470 hsa-miR-141 hsa-miR-132
hsa-miR-130b hsa-miR-1825 hsa-miR-148a hsa-miR-150
hsa-miR-141 hsa-miR-1973 hsa-miR-187* hsa-miR-15a
hsa-miR-146a hsa-miR-2861 hsa-miR-193a-3p hsa-miR-15b
hsa-miR-148a hsa-miR-3154 hsa-miR-193a-5p hsa-miR-16
hsa-miR-151-3p hsa-miR-33b* hsa-miR-193b hsa-miR-192
hsa-miR-17 hsa-miR-34b hsa-miR-200a hsa-miR-1973
hsa-miR-185 hsa-miR-3613-3p hsa-miR-200b hsa-miR-19a
hsa-miR-193a-3p hsa-miR-3614-5p hsa-miR-200c hsa-miR-205*
hsa-miR-193b hsa-miR-3679-5p hsa-miR-205 hsa-miR-206
hsa-miR-200a hsa-miR-3682 hsa-miR-23b hsa-miR-20a
hsa-miR-200b hsa-miR-3917 hsa-miR-24 hsa-miR-2115*
hsa-miR-20b hsa-miR-4290 hsa-miR-26a hsa-miR-25
hsa-miR-210 hsa-miR-4298 hsa-miR-27b hsa-miR-29b-2*
hsa-miR-22 hsa-miR-4312 hsa-miR-29a hsa-miR-3149
hsa-miR-23b hsa-miR-4313 hsa-miR-29b hsa-miR-3154
hsa-miR-24 hsa-miR-550a hsa-miR-29c hsa-miR-335
hsa-miR-26a hsa-miR-572 hsa-miR-30d hsa-miR-34b*
hsa-miR-26b hsa-miR-575 hsa-miR-30e hsa-miR-34c-5p
hsa-miR-27a hsa-miR-638 hsa-miR-320d hsa-miR-3609




hsa-miR-27b hsa-miR-671-5p hsa-miR-320e hsa-miR-3679-5p
hsa-miR-29a hsa-miR-939 hsa-miR-331-3p hsa-miR-425
hsa-miR-29b hsa-miR-361-5p hsa-miR-4284
hsa-miR-29c hsa-miR-363 hsa-miR-4298
hsa-miR-30a hsa-miR-373* hsa-miR-4299
hsa-miR-30d hsa-miR-374a hsa-miR-449a
hsa-miR-30e hsa-miR-374b hsa-miR-449b
hsa-miR-3159 hsa-miR-375 hsa-miR-499-5p
hsa-miR-320b hsa-miR-429 hsa-miR-513a-5p
hsa-miR-320e hsa-miR-520b hsa-miR-518e
hsa-miR-324-5p hsa-miR-520e hsa-miR-520a-5p
hsa-miR-331-3p hsa-miR-762 hsa-miR-520h
hsa-miR-361-3p hsa-miR-769-3p hsa-miR-574-5p
hsa-miR-361-5p hsa-miR-891a hsa-miR-590-5p
hsa-miR-363 hsa-miR-98 hsa-miR-595
hsa-miR-374a hsa-miR-99a hsa-miR-625
hsa-miR-374b hsa-miR-99b hsa-miR-873
hsa-miR-4286 hsa-miR-9*
hsa-miR-429

hsa-miR-4324

hsa-miR-497

hsa-miR-520b

hsa-miR-92a

hsa-miR-98

hsa-miR-99a

Taula 2. Diferéncies en el perfil d’expressio dels individus astenozoospérmics, i oligoastenozoospérmics en
comparacié amb els individus normozoospermics. 2>

Els individus astenozoospérmics presenten diferencies amb els individus fértils pel que fa a la
morfologia i motilitat dels espermatozoides. Entre els diferents miRNAs alterats es coneix que
Mir-let7, miR-30d, miR-22, i miR-320b estan relacionats amb la morfologia cel-lular, mentre que
Mir-let7, miR-15 i miR-520b amb la motilitat de les cél-lules.?>26

La familia Mir-let7 té com a diana el mRNA de la proteina High-mobility group AT-hook 2
(HMGA2). HMGA2 pertany a la familia de proteines HMGA que participen en la regulacié de
I'estructura de la cromatina, i actuen regulant I'expressié de proteines implicades en la
morfologia i motilitat cel-lular.?” Una sobreexpresié de Mir-let7 implicaria una inhibicié
d’aquesta regulacid, i per aixo es veurien alterades aquestes dues caracteristiques.

miR-22 inhibeix I'expressié de I’ Outer dense fiber protein 1 (ODF1). Es tracta d’una proteina del
citoesquelet que participa en la formacié de l'axonema, essencial per la motilitat de
I’espermatozoide.?’ La sobreexpressié de miR-22 actua impedint la correcta expressié d’ODF1,
pel que es veu alterada la formacidé d’aquesta estructura, i conseqliientment la morfologia i
motilitat de la cél-lula.

Respecte a la funcié de miR-15b, inhibeix el MRNA d’Isocitrate Dehydrogenase 3 (NAD(+)) Alpha
(IDH3A).%8 Es tracta d’un enzim implicat en el metabolisme cel-lular, concretament actua en el
cicle dels acids tricarboxilics. La inhibicié de la seva funcié implica una disminucié en I'obtencid
d’energia cel-lular, el que deriva en una alteracié de la motilitat.

Els individus oligoastenozoospéermics presenten diferéncies en la morfologia, motilitat, nombre
de cel-lules, i vitalitat, comparat amb els individus feértils. De nou, es coneix que alguns dels
miRNAs alterats estan relacionats amb aquestes funcions cel-lulars. Mir-Let7, miR-30d, miR-132,
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miR-192, i miR-335 es relacionen amb la morfologia; Mir-Let7, i miR-15 amb la motilitat; i miR-
26a, miR-34c, i miR-449a amb el nombre de cel-lules i la vitalitat d’aquestes.?>?®

L’expressi6 dels receptors d’estrogens esta regulada per miR-26a. Es coneix en ratolins que els
estrogens actuen inhibint I'apoptosi dels espermatozoides i sén un estimul per la supervivéncia
de la cél-lula.?® Una sobreexpressié de miR-26 inhibeix I’expressid dels receptors, aixo implica
qgue els espermatozoides rebran un menor estimul de supervivéencia, i a conseqliéncia
disminueix la vitalitat cel-lular.

Pel que fa al miR-449 es relaciona amb la regulacié de la Caspasa-2 i Bc/2.%° La Caspasa-2 actua
induint el procés d’apoptosi. Davant una perdua de miR-449 hi haura una sobreexpressi
d’aquesta proteina, i augmentara el nombre de cél-lules apoptotiques.

Relacionat amb Bcl2, es produira una sobreexpresid d’aquesta proteina, i aixo implica que es
perd el control en la regulacié del nombre de cel-lules apoptotiques. Tal com s’ha explicat
anteriorment, aixo és important per mantenir una bona interaccio entre les cel-lules de Sertoli i
els gametes. A causa d’aquesta interaccid indeguda per la pérdua de miR-449 hi ha una
diferenciacié i formacié erronia, disminuint el nombre de cél-lules sexuals madures.

Comparant els perfils d’expressié dels dos grups de pacients infertils s’observa que aquests no
son idéntics pero si presenten la desregulacié de miRNAs en comd (Taula 3).2°> Alguns dels
miRNAs que comparteixen estan relacionats amb els caracters que es troben alterats en aquests
pacients. Per exemple, tots dos grups presenten una reduccié de la motilitat espermatica que
podria estar causada, entre altres factors, per la desregulacié de Mir-Let7 i/o miR-15b.

miRNAs expressats en individus astenozoospérmics i oligoasternozoospéermics

Up regulats Down regulats
hsa-let-7d hsa-miR-29b hsa-miR-122
hsa-miR-125a-5p hsa-miR-29c hsa-miR-127-3p
hsa-miR-141 hsa-miR-30d hsa-miR-1973
hsa-miR-148a hsa-miR-30e hsa-miR-3154
hsa-miR-193a-3p hsa-miR-320e hsa-miR-34b
hsa-miR-193b hsa-miR-331-3p hsa-miR-3679-5p
hsa-miR-200a hsa-miR-361-5p hsa-miR-4298
hsa-miR-200b hsa-miR-363 hsa-miR-15b
hsa-miR-23b hsa-miR-374a
hsa-miR-24 hsa-miR-374b
hsa-miR-26a hsa-miR-429
hsa-miR-27b hsa-miR-520b
hsa-miR-29a hsa-miR-99a
hsa-miR-98 hsa-miR-15b
Taula 3. miRNAs expressats en els pacients astenozoospérmics i oligoastenozoospérmics.

En relacid als miRNAs que actuen durant la regulacié de les diferents etapes de
I’espermatogenesis s’observa que es troben alterats als dos grups de pacients. Hi ha una
sobreexpresio de MirLet-7, miR-146, miR-17-92, i una disminucid en I'expressié de miR-122, i
miR-34c.?> Recordant la funcid d’aquests miRNAs, es troben implicats en els processos de
diferenciacié i regulacio de I'apoptosi cel-lular. No s’observa una expressié especifica per a un
tipus determinat d’infertilitat, pel que es pot deduir que la seva alteracié donara lloc a un error
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en la formacid dels gametes pero no defineix les caracteristiques especifiques de cada grup de
pacients.

Conclusio

Mitjancant I'elaboracié del treball s’han assolit, practicament en la seva totalitat, cadascun dels
objectius inicials.

Tal com s’ha descrit, les molécules de miRNA presenten una funcié reguladora quant al control
de I'expressié genica. A més a més, la seva expressié presenta una regulacié espaciotemporal,
de manera que s’observen canvis en el patré de miRNAs en funcid de I'estadi cel-lular. Aixo és
important per determinar les caracteristiques de cada tipus cel-lular, i per regular els processos
de diferenciacid i apoptosis, entre d’altres. S6n molécules imprescindibles per aconseguir una
correcta formacio dels gametes madurs.

Respecte a la infertilitat masculina s’"ha comprovat que una alteracio a nivell de I'expressié dels
miRNAs podria ser una de les multiples causes d’aquesta malaltia. Analitzant les dades descrites
a la literatura s’ha vist com pacients infertils amb diferents tipus d’alteracions en el
seminograma presenten diferents nivells d’expressié dels miRNAs. Es dificil, pero, establir un
patro d’expressié estandard per cada grup de pacients, ja que s’observen diferencies
interindividuals i entre poblacions que dificulten aquesta classificacid.

Es disposa pero, a la literatura publicada, de diversos estudis que mostren el patré complet dels
miRNAs expressats en pacients de poblacions definides. Concretament, analitzant el patré
d’expressid dels miRNAs d’ individus astenozoospérmics i oligoastenozoospéermics, i les
diferéncies que presenten en comparacié amb els individus fertils, i entre ells, s’observa que
I’expressio de la majoria de miRNAs implicats en el procés d’espermatogénesi es troba alterada
per igual en els dos grups, de manera que no es pot relacionar de forma especifica amb les
caracteristiques de cadascun.

D’aquesta observacio es dedueix que I'alteracié dels miRNAs implicats en I'espermatogénesi
doéna lloc a alteracions en els processos de supervivéncia i diferenciacié cel-lular, pero les
caracteristiques especifiques de cada grup, com alteracions en la morfologia o motilitat cel-lular,
vénen definides per I'expressid d’altres miRNAs especifics expressats als espermatozoides, que
es troben regulant els gens responsables de I'aparicié d’aquell fenotip.

Es important per a un futur aprofundir els nostres coneixements en aquest ambit molecular, ja
gue ens permetra establir nous metodes de diagnostic, i tractament. Establint perfils de miRNA
especifics podriem definir noves classes d’infertilitat que no es poden detectar amb els métodes
actuals, i millorar les eines de diagnostic.

Per altra banda, conéixer els miRNAs que s’alteren, i quines son les seves molécules diana,
permetra el desenvolupament de noves terapies per tractar la infertilitat.
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