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1. La infertilidad.

Las parejas que consultan por esterilidad lo hacen, en su mayoria, porque la
falta de descendencia les produce un gran malestar a nivel psicoldgico. La
esterilidad es definida como la incapacidad de una pareja para concebir después de
un afio de relaciones sexuales frecuentes, sin medidas anticonceptivas. Su
prevalencia se ha estimado en un 15% de las parejas con edad reproductiva. Por el
peso de la influencia de la literatura anglosajona se tiende a englobar en esta
definicion también el concepto de infertilidad, aunque en su definicion estricta este
ultimo término define la incapacidad de lograr un recién nacido vivo, al menos, tras
haber logrado dos embarazos consecutivos. Esto se traduce en 60-80 millones de
parejas infértiles en el mundo. En Espafna estas parejas ascienden a mas de
800.000 y el numero de nuevos casos crece a un ritmo de 16.000 al afio. Ademas,
cerca del 15% de las parejas espanolas en edad fértil tienen problemas a la hora de

concebir un hijo de manera natural.

Las condiciones particulares de cada pareja, el factor que origina la
esterilidad, asi como la edad, pueden influir en el aumento o disminucion de la
probabilidad de embarazo. Se han clasificado las causas de esterilidad en factor
masculino, factor femenino (ovarico, cervical, uterino vy tubario), factor
inmunoldgico y factor psicoldgico. Existe un cierto niumero de parejas en las que,
tras haber completado todos los estudios, no se encuentra ninguna causa que la
justifique, corresponden al 3-20% y se denomina esterilidad de origen idiopatico o
esterilidad de origen desconocido. Se estima que el factor masculino es el
responsable del 30% de los casos de infertilidad, mientras que al factor femenino
se le atribuye otro 30%, el resto puede deberse a factores mixtos, provenientes de
ambos miembros de la pareja y al resto de causas anteriormente mencionadas
(Fundamentos de Reproduccién, SEGO! 2009).

En el estudio de la pareja estéril, el primer paso es intentar diferenciar la
causa de esterilidad. Se debe comenzar con la elaboracién de una historia clinica en
la que se detallen los antecedentes de ambos miembros de la pareja. La anamnesis
debe incluir datos de los antecedentes clinicos que puedan estar relacionados con
esterilidad: intervenciones quirdrgicas, tratamientos y enfermedades previas,

embarazos o hijos previos tanto con la pareja actual como con otra, etc,

! Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia.
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completando el estudio con una serie de pruebas diagndsticas. Para la mujer,
normalmente se realizan diferentes pruebas hormonales para confirmar Ila
existencia de ovulacion, serologias y una histerosalpingografia para descartar
obstruccién en las trompas. En el caso del hombre se realizan pruebas hormonales,
serologias y un espermiograma para ver la calidad seminal (OMS 19992). A partir
de los resultados obtenidos se puede indicar a la pareja la necesidad de realizar un

tratamiento de reproduccion asistida.

2 WHO Laboratory Manual for examination of Human Semen. Cambridge University Press.
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2. Tratamientos de reproduccion asistida.

Existen diferentes tipos de tratamientos en reproduccion asistida, la eleccion
del método dependera de los antecedentes de la pareja, del resultado de las
pruebas diagndsticas realizadas y de las probabilidades de éxito, entendiendo esto
como la consecucién de un embarazo (Fundamentos de Reproduccion, SEGO 2009).
Los usados mas frecuentemente son: Coitos dirigidos, consiste en controlar el
momento de la ovulacién de la mujer para que la pareja realice un coito; la
inseminacion artificial, se realiza inyectando una muestra de espermatozoides
moviles capacitados en la cavidad uterina de la mujer y el tratamiento de

fecundacion in vitro (F.I.V.).

2.1. Fecundacion in vitro.

En la década de los 80 se desarrollaron las técnicas de fecundacién in vitro.
Estas técnicas consisten en realizar una fecundacion y permitir el desarrollo
embrionario durante 3 6 6 dias fuera del aparato reproductor femenino. Es el
tratamiento que se utiliza cuando no estan indicadas las técnicas previamente
citadas, por existir una causa de esterilidad importante como edad avanzada,
obstruccién de trompas, baja concentracion o mala morfologia espermatica etc., o

cuando habiéndolas realizado, no hemos obtenido embarazo.

Para llevarlas a cabo, la mujer es sometida a un tratamiento de estimulacién
ovarica. En el momento de la ovulacion, se realiza la puncion folicular para extraer
los oOvulos que se inseminaran posteriormente en el laboratorio, con
espermatozoides obtenidos a partir de una muestra procedente de su pareja o de
un donante, mediante dos técnicas: La llamada F.I.V. o Convencional y la técnica de

Microinyeccion Espermatica o I1.C.S.1. (Intracytoplasmatic Sperm Injecction).

La primera consiste en realizar un co-cultivo de ovocitos y espermatozoides
en una misma placa de cultivo, consiguiendo un acercamiento fisico que favorece el
proceso de fecundacion, y la segunda es un procedimiento mediante el cual se

inyecta con una microaguja un espermatozoide dentro del ovocito (Imagen 1).
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Imagen 1. Técnica de microinyeccion espermatica (ICSI).

En ambas técnicas deben transcurrir entre 17 y 20 horas para detectar en el
ovulo los signos que nos indican una correcta fecundacion. Posteriormente aquellos
que presenten esos signos adecuados formaran un embrién, apareciendo la primera
division entre las 8 y 24 horas siguientes. Durante los siguientes dias del desarrollo,
los embriones de la paciente son evaluados y clasificados normalmente en base a
caracteristicas morfocinéticas. También se puede realizar, sélo en los casos
indicados clinicamente, un diagndstico genético preimplantacional para descartar

ciertas alteraciones genéticas en los embriones. Con esto se podran clasificar los

embriones en aptos o no, para su posterior utilizacién.

Imagen 2. Estadios embrionarios: A. Embrion en estadio de 4 células, corresponde al desarrollo a las 24
horas de fecundacion. B. Embrion en estadio de 8 células, corresponde al desarrollo a las 48 horas de ta
fecundacion. C. Embridn en estadio de moérula correspondiente al 4° dia de desarrollo. D. Embridn en

estadio de blastocisto, 5° dia de desarrollo. E. Estadio de blastocisto expandido, 6° dia de desarrollo.

Los embriones conseguidos se transfieren al interior del Utero de la mujer,
en numero maximo de 3, segln la legislacién espanola (LEY 14/2006, de 26 de
mayo, sobre técnicas de reproduccion humana asistida), aunque lo mas habitual es
transferir uno o dos, para evitar las gestaciones multiples. La transferencia
embrionaria suele realizarse el segundo o tercer dia tras la fecundacién, como
maximo, puede posponerse hasta un periodo de cultivo in vitro que lleve al embridn
a la formacidon del blastocisto, que se alcanza entre los 5 6 6 dias de desarrollo.
Posteriormente, se realiza la congelaciéon de los embriones y/o blastocistos
restantes que evolucionan favorablemente. Estos podran ser utilizados en
posteriores transferencias por la propia paciente. Desde el momento de Ia

transferencia hasta la realizacion del test de gestacion transcurren entre 12 y 14

22



dias. La prueba que se suele realizar es la determinacion en sangre o en orina de
los niveles de la hormona beta-gonadotropina coridnica humana (B-hCG) que
produce el embridn y que pasa a la madre a través de la placenta. Es la primera

sefial que envia el embridén y que podemos medir como prueba de su implantacion.
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3. Estudio del factor masculino

El estudio de la pareja estéril debe ser simultaneo, tanto para el hombre
como para la mujer. Al ser la infertilidad con mucha frecuencia una patologia
multifactorial, es basico realizar una historia clinica minuciosa y protocolizada tanto
en aspectos clinicos como reproductivos. Como ya hemos dicho anteriormente, se
estima que el factor masculino es el responsable del 30% de los casos de
infertilidad de forma aislada, llegando a ser hasta el 45-50% en combinacién con
otro factor (Iammarrone et al., 2003; Jarow, 2007; Carrell, 2012; Winters y Walsh,
2014).

Es cierto que el estudio del factor masculino estd subestimado,
principalmente por el enmascaramiento del factor femenino, ya que casi siempre el
estudio de la pareja infértil comienza con el estudio de la mujer en la consulta
ginecoldgica, siendo mas exhaustivo, a lo que se afiade que en la mayoria de los
casos, el estudio del factor masculino se limite a un seminograma y un estudio
seroldgico. De hecho, en un articulo publicado por la National Survery of Family
Growth estadounidense (NSFG) se estima que entre el 18 y el 27 % de los varones

de parejas infértiles no son evaluados (Winters y Walsh, 2014).

En la anamnesis del varén deberiamos identificar multitud de datos. Son
esenciales los antecedentes personales del nacimiento, la existencia de
prematuridad, infancia y pubertad. Las malformaciones genéticas (genitourinarias)
o infecciones viricas como la parotiditis pueden estar relacionadas con un descenso
de fertilidad. Debido a que hay muchos factores que pueden intervenir en la
infertilidad masculina deben constar los antecedentes de cirugia testicular por
criptorquidia, cirugia inguinal por hernias, asi como otros procedimientos
quirdrgicos pélvicos, procesos inflamatorios (epididimitis y orquitis), traumatismos
testiculares, atrofias y estados obstructivos de las vias seminales, radio o
quimioterapia. Hay que entrevistar al paciente sobre su estilo de vida, la obesidad,
la posibilidad de exposicion a radiaciones o toxicos (herbicidas, pesticidas, drogas y
alcohol), como factores de mal prondstico. La exploracion androldgica y la ecografia
testicular son siempre necesarias ante la sospecha de cualquier tipo de patologia
(ASRM, 2012)3.

3 American Society for Reproductive Medicine. (2012). Diagnostic evaluation of the infertile male: a
comite opinion. Fertility and Sterility, 98: 294-301.
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También afectan a la fertilidad las enfermedades sistémicas, algunas
patologias endocrinas como la diabetes, el hipotiroidismo, el hipogonadismo o una
insuficiencia renal, hepatica o cardiaca (Boissonnas et al., 2013). A veces la
infertilidad es un sintoma de enfermedades adquiridas o congénitas como el cancer
testicular o neoplasias hematologicas. A medida que se han ido adquiriendo
mayores conocimientos en el campo de la reproduccion, se han desarrollado
programas para la prevencion de la infertilidad, entre ellos, el diagndstico vy
tratamiento precoz de patologias como la infeccion genital, la criptorquidia, el
varicocele, los trastornos hormonales, etc. y evitar la aparicidon de alteraciones

seminales (Winters y Walsh, 2014).

Se deben recoger datos sobre la duracion de la infertilidad, como son: si han
utilizado métodos anticonceptivos previos, si tiene hijos con esa pareja o
anteriores, si tienen antecedentes de interrupciones voluntarias del embarazo o de
abortos espontaneos y la fecha en que ocurrieron. Hay que recoger también una
historia sexual completa, preguntar sobre problemas anatémicos, relaciones

sexuales, frecuencia de las mismas o alteraciones en la ereccién o eyaculacién.

El vardon debera someterse a un estudio analitico sanguineo basico,
hormonal y serolégico. Es conveniente también realizar un urocultivo, si el paciente
comenta cuadros repetidos de infecciones urinarias. Ademas, para completar la
historia clinica se debe realizar una exploracion fisica detenida con la intencion de
detectar rasgos fenotipicos normales o anormales, la presencia o ausencia de vello
corporal, virilizacion, talla, distribucion de la grasa, etc. Todo ello puede orientarnos
hacia determinados sindromes, sin olvidar la exploracidén fisica de los genitales,
tanto del pene como de los testiculos, valorando su tamafio y consistencia y la

correcta presencia de conductos deferentes (Teppa-Garran y Palacios-Torres, 2004).

El siguiente paso en el estudio del vardn sera realizar un seminograma, es
decir, un estudio basico seminal. Es una prueba fundamental y con ella comienza la
investigacion de la posible participacion masculina en la responsabilidad de la
esterilidad. Se basa en la evaluacion de los pardmetros seminales clasicos
publicados por la OMS (Laboratory Manual for the examination and processing of
Human Semen, 2010)%, siendo algunos de ellos: el volumen, la licuefaccién, pH,
recuento espermatico, la movilidad, morfologia y vitalidad. Los valores de

referencia de estos parametros se muestran en la siguiente tabla:

* World Health Organization. (2010). WHO Laboratory Manual for the examination and processing of
Human Semen. Department of Reproductive Health and Research. Ginebra, Suiza
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Tabla 1: Valores de referencia para el seminograma segun la OMS.

Variables Valor de referencia
Concentracion total > 20

% de espermatozoides moviles progresivos 32-100

% de espermatozoides moviles 39-100

% de vitalidad 58-100

% de morfologia normal 4-100

A partir de los datos obtenidos en el seminograma se puede llegar a un
primer diagndstico. En él se utilizan los siguientes términos: espermia, se refiere al
eyaculado total, mientras que el término zoospermia hace mencion a los
espermatozoides. Asi, cuando el volumen del semen es cero, se denomina aspermia
y, si no hay espermatozoides en el eyaculado, azoospermia. Oligozoospermia
significa una concentracion espermatica reducida. Astenozoospermia es cuando hay
baja motilidad. Teratozoospermia cuando los espermatozoides presentan
alteraciones en la forma. Necrozoospermia se emplea cuando hay espermatozoides
muertos. Normozoospermia es el término usado cuando hay normalidad en todos
los parametros. En general, la mayoria de los andrélogos utilizan combinaciones de

estos términos.
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4. GenOmica, protedmica y metabolomica en el estudio de infertilidad

masculina.

Recientes estudios han demostrado el incremento de desordenes genéticos
relacionados con la infertilidad masculina por su efecto a diferentes niveles, como
son la generacion de células germinales o el proceso de maduraciéon de los
espermatozoides (Cassuto et al., 2012). En un principio se le atribuyd a las causas
genéticas un 5% de los casos de infertilidad masculina, aunque en estudios mas
recientes (Pizzol et al., 2014) se habla de un 10 o 15%. El origen puede ser
complejo, tal como aberraciones cromosémicas y mutaciones génicas (Cram et al.,
2001; Ferlin et al.,, 2007; Krausz y Giachini, 2007). Mediante el estudio del
cariotipo, se pueden detectar anormalidades cromosdémicas, por ejemplo,
aberraciones numéricas euploides y aneuploides por la falta o exceso de
cromosomas, mosaicismos, cuando existen varias poblaciones celulares diferentes
en un mismo individuo y aberraciones estructurales, si existen alteraciones en los
reordenamientos cromosomicos constitucionales o adquiridos en al menos una
banda cromosomica (equivalentes a 103-104 kilo bases). La prevalencia de
alteraciones en el cariotipo esta directamente relacionada con la severidad del fallo
durante la espermatogénesis, ya que se traduce en una segregacidon alterada
durante la misma, siendo mas frecuentes, cuando el nimero de espermatozoides
obtenido tras la realizacion de un seminograma es menor de 10 millones por
mililitro  (Frihmesser et al.,, 2013), en los <casos de hipogonadismo
hipergonadotropico o en los hombres mayores de 40 afios. La eliminacion de un
factor genético se realiza de forma rutinaria realizando un cariotipo, estudio de
microdeleccién presente en el cromosoma Y, asi como la determinacion de si el
paciente es portador del gen de la fibrosis quistica o CFTR (Cystic fibrosis

transmembrane conductance regulator).

Las alteraciones mas comUnmente detectadas en el cariotipo son el
Sindrome de Klinefelter, Sindrome de Turner o las trisomias de los cromosomas 13,
18 y 21. En pacientes oligozoospérmicos y azoospérmicos la incidencia de
anormalidades cromosdmicas es mayor. Hay estudios que defienden que se
incrementa hasta el 10% (Cocuzza et al., 2013). Un ejemplo de esto podria verse
en el sindrome de Klinefelter (cariotipo 47XXY), es la alteracion del cariotipo mas

frecuentemente detectada en pacientes infértiles; si en la poblacidn normal la
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incidencia es del 0,1%, esta aumenta hasta el 0,7% en varones oligozoospérmicos

y un 1% en el caso de azoospérmicos.

Otras aberraciones que se pueden detectar mediante el estudio del cariotipo
incluye: translocaciones, inversiones y otras anormalidades estructurales, siendo
las primeras las mas frecuentes (4 a 10 veces) en pacientes infértiles (Oracova et
al., 2013). De ellas, las translocaciones robertsonianas son las mas frecuentes, se
producen por la fusion de dos cromosomas acrocéntricos (cromosomas 13, 14, 15,
21 y 22) quedando unidos en uno, por tanto los individuos portadores de este tipo

de translocaciones tienen 45 cromosomas en lugar de 46.

En translocaciones reciprocas se producen espermatozoides desbalanceados
por errores en la segregacion de cromosomas durante la meiosis pero sin que se
afecte el niumero total de cromosomas. Este tipo de alteraciones esta relacionado
con una menor probabilidad de fecundacion, aunque en algunos casos también se
puede llegar a fecundar un 6vulo y formar un embrién que sera portador de estas
anomalias cromosomicas, siendo posible que no produzca embarazo, que dé lugar a
un aborto o que se produzcan danos en el feto, que podran ser de leves a muy
graves dependiendo de la alteracién cromosomica que se haya producido (May-

Panloup et al., 2001; Iammarrone et al., 2003; Kennedy et al., 2011).

La mayoria de casos de azoospermia obstructiva o ausencia congénita
bilateral de los vasos deferentes son provocados por la presencia de mutaciones en

el gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulador).

Una alteracidon génica bien conocida es la presencia de microdelecciones en
el brazo largo del cromosoma Y, siendo esta alteracion la anormalidad mas
comunmente relacionada con desérdenes testiculares. En varones con
oligozoospermia severa idiopatica se detectan en un 14 % de los casos y en un
16% para azoospermia no obstructiva idiopatica. Este tipo de alteracién produce un
alto porcentaje de espermatozoides aneuploides, lo que se relaciona con problemas

en la fecundacion (Dohle et al., 2002).
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En pacientes con oligozoospermia severa o azoospermia debe ser estudiado
el cariotipo, la presencia de mutaciones en el gen CFTR y delecciones del

cromosoma Y (Alonso et al., 2009).

En los ultimos afios se le ha dado bastante importancia a estudios sobre la
integridad del ADN, como defectos en la protaminacidon y empaquetamiento de ADN
o fragmentacion del propio ADN, ya que la presencia en espermatozoides se ha
relacionado con una disminucion de su prondstico fértil (Balasuriya et al., 2011;
Alfarawati y Wells, 2013). La proporcién de estos defectos es mayor en pacientes
que asisten a consulta por problemas de infertilidad que en aquellos con fertilidad
probada, también se ha demostrado que es mayor en pacientes con seminograma
alterado (Agarwal y Said, 2003; Cruz et al., 2010; Cassuto et al., 2012).

La deteccién del ADN fragmentado en pacientes a priori normales, pero que
no consiguen una gestacion en sus parejas (Cruz et al., 2010), lo elevaron como un
posible nuevo marcador de infertilidad masculina. Pero su utilidad, en los ultimos
estudios, esta siendo discutida por la falta de estandarizacién de los métodos de
deteccidn y por la heterogeneidad en los resultados, incluso en un mismo paciente
donde los valores pueden variar por factores que afectan a la determinacion, por

ejemplo, el tiempo de procesado de la muestra.

Actualmente, el estudio del factor masculino se ha ampliado con el hallazgo
de nuevos conocimientos acerca de procesos involucrados en la capacidad fértil del
espermatozoide, porque los parametros clasicos no aportan una suficiente
informacidon acerca de la habilidad fecundante del varén, esta ampliacion se ha
hecho mediante estudios genéticos y otros basados en la biologia molecular (Stahl
et al.,, 2012; Olsen y Ramlau-Hanse, 2014). Algunas pruebas diagndsticas
disponibles para detectar anomalias genéticas a parte del analisis del cariotipo. La
técnica FISH (fluorescence in situ hybridazation) se usa para determinar
especialmente alteraciones cromosomicas y aneuploidias (Pizzol et al., 2014;
Esteves et al., 2014) ocurridas durante la meiosis en la linea germinal. Una técnica,
que esta cobrando en los ultimos afios gran interés, es CGH-arrays (comparative
denomic hybridatio arrays), mediante ella se pueden detectar de forma simultanea
aneuploidias y alteraciones de todos los cromosomas de una célula espermatica

(Harper y Sengupta, 2012).
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El uso de nuevas técnicas de genética, protedmica y metaboldomica (6micas),
que abarcan la busqueda de nuevos biomarcadores (Nicholson y Lindon, 2008;
Lamb, 2010; Kovac et al., 2013), puede ser la clave para diagnosticar y tratar con
mas precision la infertilidad masculina. Los biomarcadores son indicadores de un
proceso bioldgico, sirven para detectar una enfermedad (marcador diagndstico), su
evolucion (marcador prondstico) o para elegir un tratamiento (marcador

predictivo).

Existe gran interés en el transcriptoma del espermatozoide como fuente para
desarrollar marcadores de la infertilidad masculina a partir de proteinas especificas
(Garcia-Herrero el at., 2010; Altmde y Salumets, 2011). Estos enfoques han
proporcionado una mayor comprension de la funcién de los genes y proteinas que
participan en procesos como la motilidad, la capacitacién, la reaccion acrosémica y
la fertilizacion (Ashrafzadeh et al.,, 2013). Estudios en el proteoma de
espermatozoide han demostrado que las modificaciones posteriores a la traduccion,
tales como la fosforilacion, la glicosilacidn, las escisiones proteoliticas, e incluso, las
mutaciones logran cambiar la funcién fisiolégica de los espermatozoides (Patassini
et al.,, 2013; Oliva y Castillo, 2011). Un ejemplo es el estudio de la JC-1, un
marcador de la funcién normal de la mitocondria de los espermatozoides. El estatus
mitocondrial es importante para la produccion de ATP en la mitocondria, clave para
el movimiento del espermatozoide. La JC-1 esta localizada normalmente en
agregados dentro de la mitocondria, si no hay un buen potencial de membrana
puede liberarse al citosol, de este modo, su deteccion en esta ubicacidon nos indica
una pérdida de la integridad de la membrana mitocondrial, siendo éste uno de los
desencadenantes de la apoptosis (Paoli et al., 2011). Otro marcador de la entrada
de la célula en muerte celular es la translocacién de la fosfatidilserina desde la
membrana interna a la externa citoplasmatica que puede detectarse mediante

citofluorimetria. (Barroso et al., 2002).

Diversos estudios protedmicos sobre la expresion de determinados genes vy
su implicacion en diferentes procesos celulares nos pueden aportar informacion
sobre la buena o la defectuosa funcidn espermatica, como son los genes
proapoptoticos que favorecen, desencadenan o se relacionan con la entrada de la
célula en el proceso de muerte programada (Aziz et al., 2007), y los antiapoptoticos
0 genes de supervivencia celular (Cisternas y Moreno, 2006, Sakkas et al., 2002).
Se han publicado estudios en los que se ha buscado una expresién proteica
diferencial en diferentes grupos de varones (Martinez-Heredia et al., 2008, Thacker

et al.,, 2011). Dentro de los llamados genes de supervivencia celular se encuentra el
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gen responsable de la codificacion de la proteina clusterina.

A nivel metaboldmico, se estan desarrollando estudios pioneros para
encontrar biomarcadores de la infertilidad masculina (Deepinder et al., 2007;
Courant et al., 2013). Hay un reciente interés por relacionar la presencia de altos
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) con alteraciones en la madurez
espermatica. Los ROS son metabolitos de oxigeno que incluyen al anién superoxido,
al perdéxido de hidrégeno, a los radicales hidroxilos, al radical hidro-perdxido y al
oxido nitrico. Estos metabolitos oxigenados son mediadores de la funcién normal
del espermatozoide que estan implicados en el proceso de la capacitacion y de la
reaccién acrosomica (O "Flaherty et al., 2005). Un incremento de ROS provoca dafio
oxidativo que influye a nivel de lipidos, proteinas y ADN, lo que se traduce en un
descenso de movilidad, dafio en la membrana acrosémica y en la reduccién de la
capacidad fecundante en el espermatozoide (Aitken et al., 2014). Por lo que se ha
detectado mayor produccion de ROS en espermatozoides con una cabeza anormal,
en los cuales, ademas, la produccién de ROS es diferente segin el estadio de
madurez que presenten. Un estudio pionero presentado en la Sociedad Americana
de Medicina Reproductiva en 2006 por el grupo de Agarwal, demostré el papel
potencial del perfil metaboldmico, estableciendo biomarcadores de estrés oxidativo
como herramienta diagnostica para evaluar la funcionalidad y calidad del semen. La
existencia de biomarcadores de estrés oxidativo, se considerd el primer paso de la

metabolédmica como herramienta diagnodstica (De luliis et al., 2006).
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5. Clusterina

La clusterina fue descrita por primera vez por Murphy et al. en 1988, en
células de Sertoli de rata, cuyo genoma presenta una gran similitud con el humano.
Es una glicoproteina heterodimérica presente en diferentes especie animales y en
todos los fluidos corporales. Interviene en diferentes procesos como pueden ser la
regulaciéon del complemento, el metabolismo y transporte de los lipidos, los
mecanismos de adhesion y secrecion celular, la remodelacion de membranas, la
inmunoregulaciéon, la muerte celular programada (Pearse et al., 1992; Dubin vy
Stoppani, 2000), el desarrollo neuronal y la fisiologia reproductiva masculina (Atlas-
White et al., 2000).

En humanos, encontramos diferentes homodlogos: APOJ (apolipoproteina J)
(Michel et al., 1997); SP-40,40 (proteina asociada al complemento SP40)
(Kirszbaum et al., 1989); gp80; glicoproteina III; SGP-2 (glicoproteina sulfatada 2)
(Sensibar et al., 1993); TRPM-2 (mensajero prostatico represor de testosterona-2)
(Buttyan et al., 1989); T64; XIP8 (proteina 8 inducida por radiacién) (Yan et al.,
1999), también conocida como KUB1 (Yang et al.,, 1999); NA1/NA2 (proteina
asociada a lipoproteina de alta densidad) (James et al., 1991); CLI (inhibidor de la

lisis del complemento) (Jenne et al., 1991).

5.1. Gen de la clusterina y productos de transcripcion.

La clusterina humana es una proteina altamente conservada de 80 Kilo
Dalton (kDa) y 449 aminoacidos (Aas). Esta localizada en el cromosoma 8, brazo
corto: pl12 y p21 (8p21.3-p12), en la banda negativa entre las pares de bases (pb)
27510369 y 27528244 (Figura 1). Su ARN mensajero (ARNm) es de 2 Kilo bases
(Kb) aproximadamente (Fink et al., 1993).
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Figura 1: Localizaciéon cromosdmica de la clusterina.
Fuente: http://bioinfo.weizmann.ac.il/cards-bin/carddisp?CLU

Se organiza en 9 exones y 8 intrones, siendo el tamafio de los exones desde
47 pb (exo6n 1) a 412 pb (exdén 5), comprendiendo un total de 16580 pb (17.875
Kb). Se ha observado la existencia de una regién del ADN rica en nucledtidos
guanina y citosina, susceptibles de metilacién y posterior expresion del gen de
clusterina. La proteina puede sufrir alteraciones (glicosilaciones) en su procesado,

relacionadas con una funcion protectora celular (Stewart et al., 2007).

En humanos y chimpancés, se ha producido una reciente actualizacion en el
GenBank?>, describiéndose dos isoformas de la transcripcion del gen, la Isoforma 1y
la Isoforma 2 (NM_001831.2 y NM_203339.1, respectivamente), que se forman a
partir de dos sitios de inicio de transcripcidn alternativos (Rizzi et al., 2009).
Ademas, se ha descrito una tercera transcripcion, la Isoforma 11036, a partir de la
base de datos ASAP (Alternative Splicing Annotation Project) (Lee et al., 2003).
Estos tres principales transcritos del gen dan lugar a tres productos de transcripcion
que tienen 9 exones, 8 intrones y un extremo terminal 3 -UTR. Cada uno de los
transcritos tienen un Unico y propio exon 1, pero comparten la secuencia desde el
exdén 2 hasta exo6n 9 (Fig. 2), probablemente tienen inicios de transcripcion
diferentes, por lo tanto la teoria de que la trascripcion del gen de la clusterina
(CLU)® produzca una transcripcion Unica ha quedado obsoleta. Estas tres principales
formas de transcripcion, aunque estan estrechamente relacionadas, es muy
probable que tengan diferentes funciones y distintas localizaciones (Moretti et al.,
2007; Zhang et al., 2006).

® Base de datos de acceso abierto, donde se publican todas las secuencias de nucleétidos y sus
traducciones a proteinas.
6 CLU abreviatura gen de la clusterina.
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Figura 2: Clusterina: gen y transcritos. A: Esquema del gen en el cromosoma 8 en humanos, las
fracciones negras representan los exones del 2 al 9, comunes en todos los trasncritos. Las fracciones
grises representan el exén 1 de las diferentes variantes; (1_1) Exén 1 de Isoforma 1, (1_2) Exén 1 de

Isoforma 2, (1_3) Exo6n 1 de Isoforma 11063. B: Esquema de las variantes conocidas de ARNm de CLU.

5.2. Isoformas de la clusterina.

La clusterina es una proteina sérica que presenta distintas isoformas, en
funcién del compartimento celular en el que se localice. El poo/ de clusterina
secretado al exterior celular se denomina clusterina de secrecién (sclu), mientras
que otras isoformas de clusterina se observan en el nucleo o citoplasma celular
denominandose clusterina nuclear (nclu) o clusterina citoplasmatica (cclu) (Leskov
et al.,, 2003; O’Sullivan et al., 2003; Scaltriti et al., 2004; Caccamo et al., 2006;
Shannan et al., 2006; Nizard et al., 2007). Se expresa en la mayoria de los tejidos
de los mamiferos y es de las proteinas mayoritarias en los fluidos fisioldgicos

incluyendo plasma, liquido cefalorraquideo, orina, semen y leche materna.

La traduccion del precursor de sCLU, se produce desde el primer codén AUG
del ARNm de clusterina y es transportado al reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
mediante la cadena del péptido sefal, posteriormente es cortado y glicosilado en el
aparato de Golgi. El resultado es una proteina de secrecién de aproximadamente
75-80 kDa con 5 enlaces disulfuro entre las subunidades a y B (Choi-Miura et al.,
1992). La secrecion de la proteina se produce mediante la liberacidon de vesiculas
secretoras por rutas no reguladas a través de un receptor endocitico, el LRP-2. Ha

sido muy estudiada y practicamente todo lo que se conoce de la clusterina es de la
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forma secretada.

A su vez, el precursor de la clusterina nuclear (pnCLU) no sufre rotura ni
glicosilacion y permanece en el citoplasma de la célula normal en forma inactiva,
hasta que determinados estimulos la activan y transforman, volviendo al nucleo en
su forma madura (nCLU)’. Se ha descrito una sefial de localizacién nuclear (NLS)
en la clusterina nuclear, entre los aminoacidos 72-81, secuencia que incorpora

regiones ricas en aminoacidos basicos.

Funcionalmente, la sCLU protege a las células contra los agentes citotdxicos
que inducen apoptosis, y nCLU inhibe el crecimiento celular y la supervivencia,

actuando como una sefal a favor de la muerte celular.

5.3. Expresion de la clusterina.

La expresion de la clusterina esta regulada de forma muy especifica en cada
tipo de tejido, dada la amplia variacién en los niveles de expresion en diferentes
tejidos. Esta proteina es capaz de interaccionar con un gran rango de moléculas y
estd implicada en multitud de procesos bioldgicos, como se ha indicado antes (ver
apartado 5). Su expresidon puede ser de forma constitutiva o inducible dependiendo
del tejido en el que se encuentre y de la funcién que realice (Wong et al., 1994).
Entre las proteinas con capacidad de interaccidn con la clusterina destacan: la
proteina A4 B-amiloide (Boggs et al.,, 1996; Hammad et al., 1997); proteina 1
asociada a clusterina (Takahashi et al., 2004); componentes 7, 8 y 9 del
complemento (Jenne et al., 1991); Ku-70 (Yang et al., 1999; Leskov et al., 2003);
leptina, receptores lipoprotéicos y apolipoproteinas (Bajari et al., 2003; Jenne et al.,
1991); receptor del factor de crecimiento tumoral-B (Reddy et al.,, 1996);

metaloproteinasas de la matriz celular (Matsuda et al., 2003).

La expresion de clusterina es modulada por una serie de elementos como
son citoquinas, factores de crecimiento y agentes inductores de estrés. Estos
Gltimos se pueden originar por un cambio en el estado o actividad de la célula
debido a factores como la variacién en la circulacidn, secrecion, produccién de

enzimas, expresidon génica, agentes quimioterdpicos y radiacién ionizante vy

" Aproximadamente 55 kDa tras un splicing alternativo del codén AUG del segundo ORF (marco abierto
de lectura) (Shannan et al., 2006).
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ultravioleta.

También se ha encontrado una mayor expresion de clusterina en algunas
situaciones patoldgicas donde se produce una anormal muerte o proliferacion
celular (Kwan-Hee et al., 2003), la retinitis pigmentosa (Wong et al.,, 1994),
gliomas, glomerulonefritis, infarto de miocardio (Trougakos et al., 2002) y artritis
reumatoide (Devauchelle et al., 2006), también se incluyen estados degenerativos
como el Alzheimer (Calero et al., 2005; Wu et al., 2012). Se ha encontrado una
correlacion entre la expresion de clusterina citoplasmatica y diferentes tipos de
cancer, como son los de colon (Redondo et al., 2010), mama (Redondo et al., 2007
y 2009; Biroccio et al., 2005), prostata (Califice et al., 2004), testiculo (Tang et al.,
2013), laringe (Redondo et al., 2006), faringe (Zhang et al., 2003), pulmén (Cao et
al., 2005), rifién (Kurahashi et al., 2005), pancreas (Mourra et al., 2007; Xie et al.,
2002), cérvix (Lokamani et al., 2011), ovario (Hassan et al., 2011), es6fago (He et
al., 2004), carcinoma hepatocelular (Kang et al., 2004; Aigelsreiter et al., 2009),
melanoma (Hoeller et al., 2005; Shannan et al., 2006) y linfomas (Saffer et al.,
2002).

5.4. Funcion de la clusterina

Como ya hemos dicho anteriormente esta proteina interviene en multitud de
procesos fisioldgicos, tanto en una funcién normal de la célula como en diferentes
situaciones patoldgicas, por tanto dicha funcién dependera del tipo de célula en que

se exprese y de los mediadores que la regulen e interaccionen con la misma.

- Proteccién celular

La clusterina nuclear interviene en el mantenimiento celular, asi como en la
induccion de la apoptosis tanto en células somaticas como germinales (Yang et al.,
2000; Leskov et al., 2003; Rodriguez et al., 1997; French et al., 1994). En cambio,
un estimulo celular induce la sobreexpresion de clusterina citoplasmatica o de
secrecion, con efecto antiapoptético, interviniendo en el proceso carcinogénico
(Gleave et al., 2001; Bettuzi et al., 2002; Redondo et al., 2010), y poniendo de
manifiesto el papel de la proteina como inhibidor del proceso de apoptosis celular
(Sensibar et al., 1993; Bettuzzi et al., 2000).
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La clusterina de secrecion es una chaperona que posee funcién protectora
celular (Klock et al., 2009). Uno de sus mecanismos de accién es el marcado de
moléculas extracelulares que provoca que diversas células sean endocitadas vy
degradadas por los lisosomas (Morales et al., 1996; Stewart et al., 2007). Otro
mecanismo de accidn consiste en interaccionar con determinadas proteinas e inhibir
su precipitacion frente a estimulos de estrés (Ponn et al., 2000; Humphreys et al.,
1999; Dumont et al., 2002). El grupo de Strocchi defiende, en un estudio publicado
en 2006, que un aumento de la expresion de clusterina puede ser una defensa
fisiologica para reducir el dafio celular durante una situacion de estrés oxidativo

celular.

La clusterina también ejerce un efecto protector frente al dafo inflamatorio y
apoptético ocasionado por la pancreatitis (Savkovi¢ et al., 2007). Se ha confirmado
una funcidén neuroprotectora de la clusterina por estudios en los que se ha visto que
actla como marcador de reactividad glial en astrocitos de células infectadas por el
virus del SIDA (Torres-Mufioz et al.,, 2001) y en células cerebrales isquémicas
(Wiggins et al., 2003). Se ha demostrado que la sobre-expresion de clusterina por
células H9c2 isquémicas activas ejerce un efecto protector frente a la isquemia
cardiaca (Krijnen et al., 2005). Strocchi en 2006 afiadido que el ARNm de CLU y su
sobre-expresidn estan involucrados en la citoproteccion y la remodelacion de tejidos
debido al intento de las células de protegerse en condiciones localizadas de estrés
(Viard et al., 1999). Actualmente se ha relacionado la clusterina con un efecto
citoprotector frente a los rayos ultravioleta, mediante la interaccién de la proteina
con la elastina del tejido dafiado, inhibiendo la precipitacion de esta y el dafio

celular (Janig et al., 2007).

- Envejecimiento celular

Durante el envejecimiento celular, el nivel de clusterina en la célula es
mavyor. Diferentes estudios coinciden en que esta proteina esta implicada en la
regulacidén especifica de la sefial, siendo su funcién y lugar de accién diferente en
células normales y cancerosas. Se discute el papel de apolipoproteina J (ApoJ)®
durante la senescencia celular y tumorogénesis, especialmente bajo las diversas
formas de la proteina intracelular y su interaccion con las moléculas que participan
en la transduccion de sefnales y reparacion del ADN, aumentando la posibilidad de
gue su sobre-expresion durante la senescencia celular podria causar una

predisposicién al cancer (Trougakos y Gonos, 2002).

8 Homologo de clusterina (ver apartado 5).
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En 2011, Schrijvers et al. publicaron un trabajo en Journal of American
Medicinal Association que muestra la correlacion existente entre una alta expresion
de clusterina con enfermedades degenerativas como el Alzheimer, patologia donde

es importante el factor del envejecimiento celular.

- Remodelacién de la membrana y metabolismo lipidico

Se ha descrito que la Apol puede unir lipidos, siendo un componente de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) junto con la Apo A-I (De Silva et al., 1990).
Tiene un papel protector frente a la arterosclerosis debido a su implicacion en el
transporte de colesterol al higado (Hamada et al., 2011). En un estudio reciente se
ha demostrado que la clusterina inhibe la acumulacién hepatica de lipidos a través
de la inhibicién de la expresiéon de SREBP-1, sugiriendo que regula negativamente

la expresién de SREBP-1C y la lipogénesis hepatica (Hye-Young et al., 2013).

- Interacciones célula-célula en la agregacion celular

Un experimento realizado por el grupo de Tung en 1992, compard la
respuesta de eritrocitos independientes en un anclaje con células TM4°, con el fin
de mantenerse en cultivo en presencia de varios sustratos elegidos, para mejorar
las interacciones célula-sustrato o para disminuir las interacciones célula-sustrato.
Los resultados mostraron que, al someter los cultivos a la presencia de clusterina,
la agregacion de eritrocitos era independiente de la naturaleza del sustrato. En
contraste, la adicion de clusterina resultd, en agregacion de células TM4,
dependiente de anclaje sélo cuando las interacciones célula-sustrato eran débiles.
Estos resultados demuestran el papel de la clusterina para suscitar la interaccion
célula-célula. La clusterina promueve la adhesidon celular al mismo nivel que la
fibronectina, cuando se producen rupturas de microtibulos o microfilamentos. Asi,
en lesiones hepaticas cuando se inhiben las interacciones entre células y sustrato se

produce una induccién del ARN mensajero de CLU (Silkensen et al., 1996).

- Reproduccioén

Ya en 1984, se realizd un estudio en préstata de ratas donde tras su
castracién, se midio el nivel de expresiéon de la proteina y se detectdé un alto

incremento relacionado con la induccion de la apoptosis en el epitelio (Fritz et al.,

° Linea celular derivada de células de testiculo de ratén neonatales dependientes de anclaje.
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1983). El estudio de la expresidn de clusterina en prostata desde entonces, se ha
ampliado tanto en situacién normal, como en una situacidén carcinogénica. Un
estudio publicado por el grupo de Cochrane en 2007 sugiere que los androgenos
pueden ser citoprotectores en las células epiteliales prostaticas humanas, debido a
la regulacion de la clusterina, tanto en una situacién normal, como en la progresién
del cancer de préstata independiente de androgenos. Ademas, también esta clara
su implicacion en el proceso de espermatogénesis y madurez del espermatozoide
(O’Bryan et al., 1990 y 1994; Ibrahim et al., 2000 y 2001).

5.5. Papel de la clusterina en cancer.

Describir la funcionalidad de esta proteina nos lleva necesariamente a hablar
del papel que desempefia en el desarrollo del cancer (Serrano et al., 2009; Koltai,
2014). Se ha descrito ampliamente su implicaciéon en diferentes tipos de cancer
(Redondo et al., 2000; Califice et al., 2004; Hoeller et al., 2005; Shannan et al,,
2006; Aigelsreiter et al., 2009), ejerciendo una sorprendente doble y opuesta
funcionalidad. La clusterina ejerce un papel supresor del tumor (Chaiwatanasirikul y
Sala, 2011), asi como una supresion sobre el factor nuclear kappa B (NF-KB),
factor de transcripcién esencial en el proceso de supervivencia y proliferacion
celular. De hecho, en ratones knowout’® para el gen de CLU, se ha demostrado una
mayor susceptibilidad al cancer (Thomas-Tikhonenko et al., 2004; Bettuzzi et al.,
2009; Chayka et al., 2009). Pero en otros estudios se describe un incremento de
clusterina durante algunos tipos invasivos de cancer, ejerciendo esta proteina como
oncogen. Esta doble funcionalidad puede deberse a que realiza diferentes funciones
segln su localizacién. La clusterina nuclear presente en la célula promueve la
apoptosis celular. Una sobre-expresion de la misma actia como una sefial pro-
apoptotica, inhibiendo la proliferacion y el crecimiento celular, lo que hace pensar

qgue su expresion debe estar marcada por esta situacién patoldgica.

Hay dos modelos para explicar cdmo el gen CLU podria ser regulado en
diferentes tumores. En uno de ellos, actia como oncogén causando una alteracion
de la sefializacion intracelular que da lugar a la activacion del gen CLU; en el otro
modelo, se provoca la liberacidn de moléculas de sefializacidon que modifican la

expresion del gen CLU debido al microambiente en el tejido tumoral durante el

10 Ratones a los que se ha inactivado o eliminado experimentalmente uno o mas genes, son usados
para estudiar la funcion del gen que les falta.

39



inicio de la apoptosis (Pucci y Bettuzzi, 2009).

5.6. Presencia de clusterina en el tracto reproductor masculino.

Clusterina es una proteina multifuncional, descrita por primera vez en los
tractos reproductivos de rata, carnero y bufalo (O Bryan et al., 1990 y 1994;
Ibrahim et al., 2000 y 2001). En humanos se encuentra presente tanto en tejido
testicular normal como anormal, se asocia con las células de Sertoli y del epididimo,
con el lumen y células germinales. Y a nivel celular, se asocia con complejos de
Golgi proacrosomal y cuerpos residuales. Su presencia es generalizada en el tracto
reproductivo masculino humano, por lo que desde el inicio se considerd que muy
probablemente tendria un papel en la propia espermatogénesis. (O Bryan et al.,
1994, Wong et al., 1994; Andresen et al., 2003).

El aumento de la apoptosis, como consecuencia de una disminucién en la
produccion de testosterona, puede provocar también el aumento de la muerte
programada de las células germinales y la posibilidad de infertilidad. En las células
de Leydig es fundamental el proceso de apoptosis para su desarrollo y maduracién.
Varios genes estadn involucrados en la regulacion de estas células, codificando
diferentes proteinas: SCF/c-kit, Bcl-2 y Bcl-xI que inhiben la apoptosis; y en
contraposicion la caspasa-3, Fas, Bax y la clusterina que estimulan dicho proceso
(Yuan y Xu, 2000).

5.7. La clusterina en el espermatozoide.

La clusterina en el espermatozoide también es muy abundante (Atlas-White
et al.,, 2000). Es sintetizada por las células de Sertoli y del epididimo en forma
heterodimérica de aproximadamente 80 kDa, secretandose al medio (Mattmueller y
Hinton, 1990). En el proceso de maduracion del espermatozoide, durante su paso a
través del testiculo y epididimo, esta clusterina secretada se une al espermatozoide
(Howes et al., 1998; Sylvester et al., 1991; Jia et al., 2009; Han et al., 2012),
donde experimenta una disminucion de tamafio y presenta glicosilaciones en su

molécula (Genevieve et al., 2009).
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Las primeras uniones a espermatozoides aun inmaduros se hacen en toda la
superficie del mismo (Sylvester et al., 1991; Jones y Jomary, 2002). Se creia en un
primer momento que durante el proceso de maduracion espermatica la proteina iba
migrando en su localizacidon, quedando ubicada en la zona del acrosoma cuando el
espermatozoide alcanzaba su madurez. Recientemente se ha visto que no es asi,
sino que una vez que se ha producido la formacion del acrosoma y la madurez
espermatica, esa clusterina inicial unida a todo el espermatozoide se desprende vy
origina la sintesis de una nueva isoforma producida por el propio espermatozoide y
localizada en el acrosoma (Han et al., 2012). La clusterina acrosomal esta
relacionada con la formacidén y contenido del acrosoma, de forma que una de las
funciones primarias de la clusterina en el espermatozoide estaria relacionada con la
integridad, estabilidad, reparacién y remodelacion de la membrana plasmatica
(Toshimori, 1998; Genevieve et al.,, 2009). Al interaccionar con dominios
hidrofobicos extra e intracelularmente, tiene un papel importante en la
remodelacién de la membrana plasmatica durante la madurez espermatica. Por este
motivo, se cree que la clusterina acrosomal, una vez producida la reaccién
acrosomica, interviene en las interacciones espermatozoides-ovocito durante el
proceso de fecundacion (Atlas-White et al., 2000), ya que esta implicada en el flujo

de lipidos en la membrana plasmatica del espermatozoide tras la capacitacion.

Se ha descrito que en espermatozoides anormales morfoldgicamente, la
clusterina se expresa en toda su superficie (Ibrahim et al., 2000) y que es diferente
a la que se expresa en espermatozoides con morfologia normal. Esto ocurre porque
en gran medida en muchos de estos espermatozoides anormales no se ha
producido bien la formacion del acrosoma o aun son inmaduros (O ‘Bryan et al.,
1994).

En muestras seminales donde se observan abundantes aglutinaciones de
espermatozoides, se detecta un mayor nivel de clusterina (Carlsson et al., 2004),
esto se puede traducir en que la clusterina estd implicada en la union de
espermatozoides entre si, lo que les dificultard su movimiento (O 'Bryan et al.,

1990) vy, por tanto, su capacidad para fecundar un évulo.

Existen, ademas, diferentes estudios que relacionan la expresidon de clusterina

con varones con un seminograma alterado y con el espermatozoide anormal:

Martinez-Heredia y su grupo en 2008, realizaron un interesante trabajo, con

el fin de encontrar marcadores de expresidn proteica en varones tedricamente
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infértiles por un seminograma alterado. En concreto compararon varones con
seminograma normal, con pacientes con una astenozoospermia diagnosticada.
Realizaron un estudio de 101 proteinas, las cuales se habian relacionado con alguna
funcion del espermatozoide como la propia espermatogénesis, el movimiento e,
incluso, el proceso de fecundacion en su union al évulo. Se realizd el estudio
mediante espectrometria de masas. La comparacion de todas las proteinas condujo
a un grupo de 17, que aumentaban o disminuian, al comparar el grupo de donantes
con el de pacientes con movilidad espermatica alterada. En concreto, se detectd un

aumento de clusterina.

En 2011, otro grupo (Zalata et al.) publico que en muestras de semen de
hombres infértiles se apreciaba un incremento de expresién del gen de CLU.
Concretamente se observd en pacientes con la movilidad y la morfologia alterada
en el seminograma. Varones en los que ademas se observé un incremento en el
indice de fragmentacién del ADN. La expresién seminal de clusterina puede ser un

marcador sustituto para el estrés oxidativo seminal.

Muy recientemente, en 2012 y durante la realizacion de este trabajo se
publicé un estudio por el grupo de Han, en el que se sugirié la localizacién de la
clusterina en el espermatozoide normal. En concreto, la determinacién se realizé en
la fraccion de espermatozoides obtenida tras el procesado de la muestra por
gradientes de densidad. Después del tratamiento de permeabilizacién, mediante
fluorescencia, se observd la proteina en la cabeza de los espermatozoides, en la
region post-acrosomal. Este grupo publicd la existencia de una proteina localizada
en la membrana interna de espermatozoide normal, la cual consideran diferente,
aunque con una estructura molecular similar a la sintetizada por el epididimo y
testiculo. Esta forma de clusterina en la membrana interna puede ser sintetizada

durante el proceso de espermatogénesis en el espermatozoide normal.

Por tanto, parece ser que hay una diferencia de expresion proteica entre el
espermatozoide normal y el anormal. Reflejandose probablemente en una diferente
expresion entre varones fértiles con respecto a los que no lo son. Este resultado

abre un interesante campo de estudio.
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Actualmente se ha demostrado que hallazgos en el estudio del seminograma
no siempre justifican la presencia de problemas reproductivos de origen masculino.
Pacientes con valores normales pueden llegar a un fallo de fecundacién completo
incluso bajo técnicas de fecundacién in vitro, por tanto, resultados de normalidad
en un estudio de semen no garantizan la capacidad fecundante de un vardn.
Ademas, el estudio basico seminal no nos permite actualmente distinguir con
absoluta certeza entre varones fértiles o no, solo se detectan determinadas
anormalidades. Por esto, es preciso profundizar en los factores relacionados con la
capacidad fecundante de los espermatozoides, ampliando el estudio del semen

mediante técnicas basadas en la biologia celular y la genética.

Desde el afio 2011, nuestro servicio ademas de la actividad asistencial,
desarrolla una actividad investigadora en el campo de la reproduccidén asistida.
Como se ha indicado antes, es posible que haya factores genéticos que puedan
explicar la infertilidad masculina, incluso en pacientes donde a priori los criterios
clasicos han diagnosticado normalidad, por ello el objetivo general de este trabajo
sera el estudio de la clusterina como un nuevo factor predictor de la capacidad fértil
del vardén, ya que el grado de expresion de esta proteina, presente en
espermatozoides, podria relacionarse con los resultados de pruebas diagnosticas,
como el seminograma e, incluso, con el éxito de un tratamiento de fecundacién in
vitro, estudiando el grado de expresidon del ARN mensajero y la localizacion de dicha

proteina.

El proyecto de investigacion del que nace esta tesis doctoral fue evaluado
por el Comité ético de nuestro centro en Febrero de 2012 (Anexo I). El cual lleva
por titulo “Estudio de genes de supervivencia en espermatozoides y relacién con la

tasa de fertilidad”.
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OBJETIVOS
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Para conseguir el objetivo general, mencionado anteriormente, en este

trabajo se plantean los siguientes objetivos concretos:

1.- Describir la localizacion y el grado de expresion de clusterina en
espermatozoides.

2.- Determinar si existe relaciéon entre la expresion de clusterina y las variables

dadas por un seminograma.

3.- Estimar si existen diferencias de expresion entre los diferentes grupos de

estudio (el grupo control y el grupo de pacientes).

4.- Determinar si existe relacion entre la expresion de clusterina y los resultados

obtenidos tras un tratamiento de fecundacion in vitro.
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MATERIAL Y METODOS
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1. Diseno del estudio.

Con la finalidad de alcanzar los objetivos planteados, se ha disefiado un
estudio experimental para evaluar la expresidon de clusterina en el espermatozoide,
mediante inmunohistoquimica y el estudio de expresiéon génica por gqRT-PCR. Y un
anadlisis de los datos recogidos a partir de los resultados obtenidos tras los

tratamientos de fecundacion in vitro.

Se han tomado dos grupos de estudio, un grupo de varones fértiles (grupo
control) y un grupo de varones infértiles incluidos en nuestro programa de
fecundacion in vitro. En ambos grupos se ha estudiado la expresidon de clusterina en
los espermatozoides de un eyaculado vy la relacidn, si hubiera, entre dicha expresion
y los resultados de un seminograma. Se han comparado ambos grupos con el fin de
describir si hay una expresion de clusterina diferente. Y por ultimo, solo en el grupo
de varones infértiles, se ha estudiado si existe relacién entre los resultados del
tratamiento de fecundacion in vitro al que se han sometido junto a sus parejas vy la

expresion de nuestra proteina de estudio.
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2. Ambito de estudio.

La Agencia Sanitaria Costa del Sol es una organizacién publica sanitaria que
pertenece a la Junta de Andalucia y depende de la Consejeria de Salud y Bienestar
Social. Es parte integrante del Sistema Sanitario Publico de Andalucia junto al
Servicio Andaluz de Salud (SAS) y del resto de Agencias Publicas Sanitarias. Esta
integrada por el Hospital Costa del Sol, Hospital de Alta Resolucion de Benalmadena

y Centro de Alta Resolucion de Especialidades de Mijas.

El dmbito territorial del Hospital Costa del Sol estd delimitado por los
municipios de Benahavis, Casares, Estepona, Fuengirola, Istan, Manilva, Marbella,
Mijas y Ojén. La poblacion del area de referencia del Hospital Costa del Sol (HCS)
asciende a 387.026 habitantes, segin la Ultima actualizacion del padréon por el
Instituto Nacional de Estadistica realizada en Enero de 2011. El Hospital de Alta
Resolucion de Benalmadena atiende a la poblacion de esta localidad, censada en la

misma fecha en 63.788 habitantes.

El Hospital Costa del Sol es un centro de asistencia sanitaria especializada en
docencia e investigacién en ciencias de la salud, situado en Marbella. Su cartera de
servicios abarca numerosas areas clinicas especializadas, incluyendo procesos de

maxima complejidad.

La Unidad de Reproduccion Asistida del Hospital Costa del Sol, se establecid
en 2008, cuando ademds de conseguir una ubicacion fisica como tal, se ampliaron
también los recursos técnicos y humanos. Se constituyeron dos ejes
fundamentales, la parte clinica integrada por ginecdélogos del servicio de ginecologia
y obstetricia de este hospital, cuyo responsable y director de la Unidad es el Dr.
Juan Manuel Marin, y la parte analitica y bioldgica que constituyd el Laboratorio de
Reproduccidn cuya responsable es la Dra. Maria Luisa Hortas, Directora del Area
Integrada de Gestidon de los Laboratorios Clinicos de nuestro centro. La formacion
de este equipo multidisciplinar y la formacién de un laboratorio independiente, pero
integrado en el Servicio de Laboratorios Clinicos de nuestro hospital, permitio la
ampliacion de la cartera de servicios incluyendo, entre otros procesos, los
tratamientos de fecundacidn in vitro. En estos afios, la unidad de reproduccién ha
realizado un total de 800 ciclos de inseminacion intrauterina y 480 ciclos de

fecundacion in vitro, con los que hemos llegado a alcanzar un actual porcentaje de
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embarazo del 17% y 39% respectivamente, atendiendo a mas de 2200 parejas que
han acudido a nuestra consulta por problemas de esterilidad. Y se han realizado en
nuestro laboratorio mas de 3300 espermiogramas, prueba diagndstica basica para
identificar la infertilidad masculina.
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3. Sujetos a estudio:

Realizamos un estudio multicéntrico en el cual se seleccionaron 90 pacientes
que se habian sometido a un tratamiento de fecundacién in vitro junto a sus
parejas entre Marzo de 2011 y Enero de 2013, de ellos, 75 pacientes se
diagnosticaron y se trataron en el Hospital Costa del Sol de Marbella, los restantes

en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada.

El grupo control estaba formado por 36 pacientes entre 30-55 afios con un
seminograma normal y fertilidad probada que acudieron a nuestro Hospital para un
estudio androldgico de rutina en el mismo periodo. Estos pacientes no estaban

incluidos en nuestro programa de reproduccion asistida.

Todos los varones de ambos grupos firmaron un consentimiento informado,

para ser incluido en el estudio.

Los criterios de inclusion para el primer grupo fueron:

1. Varones entre 28-55 afios, diagnosticados o no con un factor masculino que

estaban dentro del programa de fecundacion in vitro.

2. Ambos miembros de la pareja debian seguir los criterios de inclusiéon
previamente establecidos por la Unidad de Reproducciéon, siguiendo las
recomendaciones de la Guia de Reproduccién Humana Asistida del Servicio Andaluz
de Salud, los cuales son: 2a. Parejas con esterilidad primaria. 2b. Mujer menor de
40 afios que presenta alguna de las indicaciones establecidas para este tratamiento,

realizando en nuestro centro un tratamiento de fecundacion in vitro.

Se excluyeron de nuestro programa vy, por tanto, del estudio las parejas que
cumpliendo los requisitos anteriormente citados y después del estudio basico de
esterilidad, presentaban indicacion para donacion de o6vulos, diagndstico genético
preimplantacional (DPG) o eran pacientes serodiscordantes, ya que eran derivadas
a otros centros para la realizacion de su tratamiento. También fueron excluidos los
pacientes que estando en programa de reproduccion estaban diagnosticados como
azoospérmicos o criptozoospérmicos, ya que realizaron su tratamiento de

reproduccion utilizando espermatozoides procedentes de una biopsia testicular o

56



donacion de semen. Y por ultimo, los pacientes que, al realizar la extraccidon de
ovulos a sus parejas, o no se obtuvieran o estos resultaran no aptos para la

inseminacion.

El disefio del trabajo, obtencion de muestras y procesado experimental se
llevd a cabo segln las directrices de la Ley de Investigacién Biomédica (14/2007, 3
de Julio).

Todo el tratamiento de datos personales se realizd, siguiendo la legislacion
actual para la proteccion de informacion concerniente a personas fisicas
identificadas o identificables (Proteccion de Datos de Caracter Personal, Ley
Organica 15/1999, 13 de Diciembre).
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4. Técnicas de Laboratorio.

El grupo de pacientes entregd una muestra de semen, obtenida mediante
masturbacion, el mismo dia que se habia programado la extraccion de 6vulos a sus
parejas. Se les exigié que respetaran las instrucciones de recogida tal y como se
describen en la peticion de la prueba (Anexo II. Peticion de estudio androldgico). La
muestra se proceso y se uso6 ese mismo dia para la inseminacién de los évulos de
su pareja mediante la técnica de microinyeccion. De cada una de las muestras,
ademas, se tomod una alicuota (1,5 ml) para la realizacién de nuestro estudio. En el
caso del grupo control, todos los pacientes entregaron una muestra de eyaculado
para un control seminoldgico rutinario bajo las mismas condiciones que el grupo

anterior, también se tomo una alicuota de 1,5 ml de muestra para el estudio.

A cada muestra se le realizd6 un seminograma completo siguiendo las
recomendaciones publicadas por las OMS (WHO Laboratory Manual for the
examination and processing of Human Semen, 2010), utilizando para el estudio de
concentracion y movilidad espermatica un sistema de contaje automatico (CASA-
SCA, microptycs). A continuacion, la alicuota fue centrifugada, eliminandose
posteriormente el plasma seminal, se realizd el estudio de morfologia para
completar el seminograma y una extension en porta para realizar la técnica de
inmunohistoquimica. La muestra sobrante se congelé mediante el procedimiento
habitual y se mantuvo sumergida en nitrogeno liquido para el posterior estudio
transcriptomico por reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real

(Quantitative Real Time-Polymerase Chain Reaction, gRT-PCR).

4.1. Seminograma. Estudio del factor masculino.

El seminograma es una prueba diagnostica de la calidad del semen. Su
finalidad es diagnosticar la fertilidad del vardon y detectar problemas de esterilidad
masculina. Para la realizacidn de esta prueba el paciente debe aportar al laboratorio
una muestra de eyaculado, obtenida mediante masturbacion y recogida en un bote
estéril. La recogida de la muestra debe realizarse después de haber transcurrido
entre 4 y 6 dias de abstinencia, para que los resultados sean fiables y éptimos. Se
efectla tanto un analisis macroscdpico como microscépico del semen. En el examen

macroscopico se evallan las siguientes caracteristicas: viscosidad, licuefaccion,
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volumen, aspecto y pH, mientras que en el microscopico se evalla: recuento

espermatico, estudio de movilidad, estudio morfologico y vitalidad.

Recuento espermatico y estudio de movilidad: Dispensar una gota de
aproximadamente 4,5 ul sobre la cadmara de contaje Makler (Imagen 3),

previamente calentada en la pletina calefactada a 37 °C.

Imagen 3. Camara de contaje Makler para la valoracidn de concentracién espermatica.

Para el calculo de concentracion se utilizan las cdmaras de contaje Makler y
un sistema de contaje automatico (Sistema CASA-SCA, microptycs) acoplado al
microscopio. Mediante este analisis, se obtienen los datos de concentracion de
espermatozoides con movilidad progresiva, concentracion de espermatozoides con
movilidad no progresiva y concentracion de espermatozoides no moéviles (Imagen
4). La suma de estas tres concentraciones nos dara el valor de la concentracion

total de espermatozoides de la muestra.
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Imagen 4. Valoracion del movimiento mediante el sistema de andlisis de imagen computerizado
(CASA). A) Detalle de la ventana de captura proporcionada por el software de movilidad del sperm class
analyzer (SCA, Microptic SL). B) Representacion esquematica de las velocidades calculadas para cada

espermatozoide por el sistema SCA.

El siguiente paso es colocar en un tubo de fondo cénico 0,5-1 ml de muestra
y afiadirle el mismo volumen de medio de lavado comercial (Gamete, Cook Medical)
con dilucién 1:1, centrifugarla 10 minutos a 1700 r.p.m, retirar el sobrenadante y
afiadir 200-300 ul del mismo medio de lavado. Esta alicuota de muestra lavada sera
la que se utilizard para el estudio de la morfologia y de la vitalidad. En nuestro
estudio no hemos incluido el estudio de vitalidad espermatica aunque se realiza de
forma rutinaria en el espermiograma, por lo que no se explicara su realizacién en

este apartado.

Estudio de morfologia: Se prepara un frotis en un portaobjetos limpio y
flameado a partir de una gota de la muestra lavada (aproximadamente 10-20 ul),
procurando que la pelicula que se forma sea lo mas fina posible y se deja secar al

aire.

Para tefiir el frotis se usa la tincidon de pandptico rapido:

- Se sumerge el portaobjetos 10 segundos en la solucién de fijacion

1 (metanol).
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- Se escurre el portaobjetos poniéndolo de forma vertical sobre un

papel de filtro.

- Se sumerge el frotis 20 segundos en la solucién I con base de

colorante eosina amarillenta (roja) y se deja escurrir.

- Se repite el proceso, sumergiendo la preparacion 20 segundos en
la solucidon II, con base de colorante azul de metileno (azul) y se

deja escurrir.

- Por ultimo, se lava la muestra con agua y se deja secar al aire.

Se deben contar no menos de 200 espermatozoides bajo el microscopio
Optico y a un aumento de 100x usando aceite de inmersién, agrupandolas por
categorias normales y anormales, atendiendo a la forma de la cabeza, cola y pieza
intermedia (Figura 3). Teniendo en cuenta que un espermatozoide es normal

(Imagen 5) cuando tiene las siguientes caracteristicas:

- Cabeza: lisa, sin irregularidades, oval con una longitud 4-5 um desde el
final del acrosoma hasta el inicio de la pieza intermedia y 2,5-3,5 um en
su anchura, la relacién longitud/diametro 1,5-1,75 y con una regién

acrosomal que ocupe entre 40-70% del area de la cabeza.

- Pieza media: longitud 1,5 veces la cabeza y con una anchura menor a 1

pm.

- Cola: Unica y recta, no enrollada, mas estrecha que la pieza media y con

una longitud de 45 pm.
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Figura 3. Esquema de diferentes morfologias espermaticas normal y anormales.

Imagen 5. Tincién de morfologia, espermatozoide normal.

4.2. Preparacion de muestra seminal para un tratamiento de

fecundacion in vitro.

La prepaciéon de una muestra para su uso en un ciclo F.I.V. debe comenzar
en menos de una hora desde su recogida.

La muestra sera fraccionada en tubos de centrifuga para realizar la

separacion de las células seminales por centrifugacion a través de gradientes de

densidad. En cada tubo se coloca un volumen entre 0,2-1 ml de muestra

dependiendo del recuento que se haya hecho previamente. La muestra se reparte
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en tantos tubos como haga falta de acuerdo con el siguiente procedimiento:

- Se coloca en cada tubo el volumen estimado de gradiente de 90%
(Spermient, Cook Medical) y a continuacion se afiade lentamente el
volumen necesario de gradiente 45% (Spermient, Cook Medical) sin
que lleguen a mezclarse. Encima se coloca la fracciéon de la muestra
formando una capa definida. Se centrifuga a 1360 r.p.m. durante 20

minutos.

- Con una pipeta pasteur se retira el sedimento formado en el fondo del

tubo que corresponde a la fraccion de espermatozoides moviles.

- Se anade esa fraccion recogida en un tubo previamente preparado con
3 ml del medio de lavado comercial (Gamete, Cook Medical). Todas las
fracciones procedentes de los otros tubos que tengamos se recogen

en este tubo. Se centrifuga durante 10 minutos a 1700 . p m.

- Se retira todo el sobrenadante y se termina afiadiendo 0,2-0,5 ml de
medio de cultivo (Gamete, Cook Medical), lentamente dejandolo caer
por la pared, para no levantar el sedimento. Se deja la muestra entre
20-60 minutos a temperatura ambiente con el fin de que los
espermatozoides mdviles comiencen a migrar hacia la superficie, es lo

que se llama técnica de Swim-up.

- Se recoge la fraccidon superior de la muestra en un tubo y se hace el
recuento de espermatozoides moviles en la camara de contaje. Esta

fraccion sera utilizada para la microinyecciéon de dvulos.

4.3. Inmunohistoquimica. Estudio de expresion proteica.

La inmunohistoquimica es una técnica esencial para el estudio de tejidos y
poblaciones celulares. Es muy efectiva y posee varias ventajas sobre otras técnicas,
ya que permite observar al mismo tiempo los cambios o lesiones que se produzcan
en las células o en el tejido a estudio, asi como la molécula especifica, facilitando el
diagnostico. Puede usarse en tejidos previamente fijados en formol, lo que es

importante, pues se evitan los problemas de conservacion. Es ampliamente
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utilizada en investigacion y diagndstico de enfermedades y también en estudios de
expresion y localizacion de antigenos especificos. Las técnicas de tincidon
inmunohistoquimicas (IHQ) permiten la visualizacion de antigenos mediante la
aplicacion secuencial de un anticuerpo especifico dirigido contra el antigeno
(anticuerpo primario), un anticuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo
primario y un complejo enzimatico con un sustrato cromogénico con pasos de
lavado intercalados. La activacién enzimatica del cromdgeno produce una reaccion
visible en el lugar en el que se encuentra el antigeno. Posteriormente se puede
contratefir la muestra y cubrirla con un cubreobjetos. Los resultados se interpretan
utilizando un microscopio. Esta técnica permite la identificacidon, sobre muestras
tisulares o citoldgicas, de antigénicos caracteristicos de distintas lineas de
diferenciacion y funcionalismo celular. La aplicacion directa de anticuerpos
monoclonales sobre secciones tisulares permite la localizacion microanatémica de

su expresion.

Procedimiento para clusterina: Se coge la muestra de semen a la que se
va hacer la determinacidon y se somete a un lavado mediante centrifugacion para
eliminar los restos de plasma seminal (y crioprotector, si la muestra estaba
previamente congelada) afiadiendo como minimo el doble de volumen que tenga la
muestra de medio de lavado (Gamete, Cook Medical). Se centrifuga durante 10
minutos a 1700 r.m.p. Tras el lavado se elimina el sobrenadante y el sedimento o
pellet se rehidrata con el mismo medio de lavado limpio (200-300 pl). Con esta

dilucién se efectlda un frotis en porta poniendo una gota de 30 pl.

A continuacién los portaobjetos se someten a la técnica de

inmunohistoquimica siguiendo lo siguientes pasos:

El porta se rehidrata con xileno y alcohol, se refrigera durante 15 minutos en
un recipiente que contiene citrato buffer (10 mmol/l) y se bloquea la peroxidasa
endogena con H,O, al 3% en 0,1% de azida sddica durante 15 minutos. La
expresion de la proteina se determina con un anticuerpo monoclonal anticadena
alfa (Upstate-Millipore, Watford, England). Se incuba durante una hora. Después se
lava con tampodn fosfato salino o PBS. Se incuba con anticuerpo marcado con
biotina y luego con estreptavidina marcada con peroxidasa. El producto de la
reaccion se lava con PBS y se usa como cromogeno tetrahidrocloruro de
diaminobencidina. Se lava abundantemente y se tifie con hematoxilina. Para poner
a punto esta técnica tuvimos que ajustar la dilucién del anticuerpo (mirar apartado

2 de Resultados: optimizacion de la fase experimental del estudio).
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Finalmente, se preparan los portas con un cubreobjetos y se observan al
microscopio. La observacidon y contaje de los patrones de expresion de la proteina
se realiza sobre 100 espermatozoides por muestra a un aumento de 100x con

aceite de inmersion.

4.4. Técnicas previas al estudio de expresion génica.

La quantitative real time-PCR (gRT-PCR) es una técnica ampliamente
utilizada para estudios de expresion proteica y se basa en la reaccion en cadena de
la polimerasa. Con esta metodologia se pueden producir en el laboratorio multiples
copias de un fragmento de ADN especifico. Realizando este tipo de PCR, ademas de
la deteccion del gen que interesa estudiar, se tiene una estimacion cuantitativa de
su expresion. Antes de realizar propiamente la gRT-PCR hay que realizar una serie
de pasos previos: extraccion de ARN de las células sobre las que se quiera realizar
el estudio y sintesis del ADN copia (ADNc). Ademas, hay que realizar una serie de
ajustes antes de llevar a cabo la qRT-PCR (mirar apartado 2 de Resultados:

optimizacion de la fase experimental del estudio).

Como ya se ha descrito anteriormente, la alicuota destinada al estudio por
gRT-PCR fue congelada y posteriormente descongelada para su uso siguiendo el

protocolo habitual de nuestro laboratorio.

4.4.1. Congelacion de muestras espermaticas.

Se toma 1-1,5 ml de eyaculado, se lava con 1,5 ml de medio de lavado
(Gamete, Cook Medical) y se centrifuga durante 10 minutos a 1700 r.p.m. Después
se elimina el sobrenadante y se afade medio limpio (1 ml) resuspendiendo la

muestra para eliminar el plasma seminal.

Para la congelacién de la muestra usamos un agente crioprotector
(Cryosperm, Cook Medical) y el procedimiento fue el siguiente: Se afiade gota a
gota 1 ml de crioprotector a la muestra preparada. Una vez afiadido todo el
crioprotector, la mezcla se deja 20 minutos a temperatura ambiente, después se

carga la mezcla en las pajuelas de congelacidén (Cryobiologic) (Imagen 6).
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Imagen 6. Pajuelas de congelacidn para muestras espermaticas.

Las pajuelas se someten a vapores de nitrégeno liquido durante 30 minutos,
sumergiéndose posteriormente en el nitréogeno liquido y asi, sumergidas, se
mantendran almacenadas. Identificadas, se mantienen en el banco criogénico

(Imagen 7) del laboratorio de reproduccion asistida hasta el momento de su uso.

= Banco de Criobiologia

Imagen 7. Contenedores criobioldgicos donde se mantienen almacenadas las muestras

espermaticas en nitrégeno liquido a una temperatura de -196 °C.

4.4.2. Descongelacion de muestras espermaticas.

Se sacan las pajuelas necesarias del criocontenedor y se dejan en la estufa a
37 OC durante 10 minutos. Posteriormente la muestra se deposita en un tubo de
centrifuga y se afiade el mismo volumen que haya de muestra de medio de lavado
(Gamete, Cook Medical). Se centrifuga durante 10 minutos a 1700 r.p.m. y se
elimina el sobrenadante. Con la muestra deshidratada se lleva a acabo la extraccion
de ARN.
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4.4.3. Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN en espermatozoides procedentes de un eyaculado,
se siguid el protocolo publicado por Das et al. en 2010, usando en este caso los
reactivos y protocolos de laboratorio para el RNeasy Plus Mini Handbook de Qiagen.
Las muestras de espermatozoides previamente congeladas se descongelaron como
ya se ha descrito. Una vez que se centrifuga y se lava la muestra con medio de
cultivo, se elimina el sobrenadante, y sobre el sedimento sin resuspender se realiza

la extraccion de ARN:

1. Sila muestra tiene entre 5 y 70 millones de células se afiade 600 pl de la
dilucion siguiente: 10 ul de B-mercaptoetanol en 1 ml de buffer RLT plus.

Si tiene una concentracion menor, se afnaden 300 pl de dilucién.

2. A continuacion se pone 1 minuto en vértex para favorecer la rotura de

las células.

3. Se transfiere el homogenizado a las columnas de eliminacion de ADN
gendmico (ADNg). Se centrifuga durante 30 segundos a 8000 g. Se quita
la columna y al volumen que nos queda se le afiaden 600 nul de etanol al
70%.

4. Se transfiere la muestra a la columna de extraccion de ARN en un tubo
de 2 ml un volumen maximo de 700 ul y se centrifuga durante 15
segundos a 8000 g. Se elimina el medio que ha pasado a través de la

columna. Si queda aun volumen, volvemos a repetir este proceso.

5. Se afiade a la columna 700 ul de buffer RW1 y se centrifuga durante 15

segundos a 8000 g y se descarta el sobrenadante.

6. Se afade a la columna 700 ul de buffer RPE (buffer que se prepara
previamente anadiendo 4 volimenes de etanol al 96-100% a la dilucion
comercial), se centrifuga de nuevo durante 15 segundos a 8000 g,

eliminando el volumen que ha pasado por la columna.

7. Se afiaden de nuevo 500 pl de buffer RPE y se centrifuga durante 15
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10.

11.

12.

segundos a 8000 g.

Se repite el lavado afiadiendo de nuevo 500 pul de buffer RPE y se

centrifuga durante 2 minutos a 8000 g. Se elimina el medio.

De nuevo se centrifuga sin medio a maxima velocidad (14000 g) durante

un minuto.

Se transfiere la columna a un nuevo tubo y se afiaden 40 pl de agua libre
de RNasas. Se centrifuga durante 1 minuto a 8000 g. Se obtiene el
medio que pasa a través de la membrana.

Se mantiene la muestra obtenida en un bloque frio.

A continuacion se mide la cantidad de ARN de la dilucién en el NANO-

DROP (Termo). Las muestras de ARN se almacenan congeladas a -20 °C.

4.4.4. Sintesis del ADNc.

Para la transcripcidon inversa y obtener el ADNc, se realizd el siguiente

protocolo

siguiendo las indicaciones del protocolo comercial iScript reverse

transcription supermix for gRT-PCR de la casa comercial Bio-Rad:

1.

Se afade en un tubo estéril de 0,5 ml, 4 ul de iScrpt reverse
transcription supermix y 16 ul de la dilucién de ARN de cada una de las
muestras obtenidas con el protocolo anterior para optimizar al maximo la
técnica. Si alguna de las muestras no contiene 16 ul, se completa la
mezcla con agua libre de nucleasas (Nuclease-free water), hasta

completar un volumen final de 20 pl.

Se mezcla bien dando un pulso en la centrifuga. Este proceso debe

hacerse en frio.
Se incuba la mezcla anterior en un termociclador siguiendo la secuencia:

5 minutos a 25 °C, es la fase llamada “priming”; el paso de accién de la

transcriptasa reversa se amplid a 45 minutos a 42 °C y el paso de la
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inactivacion de la enzima fue de 5 minutos a 85 ©C. Las muestras se

mantuvieron congeladas a -20 °C hasta su utilizacion.

4.4.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

A partir del ADNc para la elaboracion de las curvas patrén se hace una PCR
convencional con primers especificos de nuestro transcrito de estudio, para la
clusterina (Homo sapiens clusterine, transcript variant 1, mRNA. NCBI Referente
Sequence: NM_001831.3) y de los dos housekeeping, 18s ribosémico vy
gliceraldehido 3-fosfato deshidogenasa o GADPH (Amoako et al., 2012). Los
primers usados para la clusterina fueron el Forward 5'-
CCAACAGAATTCATACGAGAAGG -3' y el Reverse 5-CGTTGTATTTCCTGGTCAACCTC-
3’; para el 18S Ribosdmico (18S Rib), las secuencias fueron la siguientes: Forward
5'- GTAACCCGTTGAACCCCATT -3° y Reverse 5 -CCATCCAATCGTAGTAGCG-3"; para
el GADPH: Forward 5'- GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA -3° vy Reverse 5'-
CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT -3°. Todos se construyeron con el programa

informatico Primer3 y fueron proporcionados por la casa comercial Sigma Aldrich.

Se realizé la PCR siguiendo el protocolo de Hot Start Tag DNA Polymerase de
Qiagen. Los volumenes de reacciéon que se usaron tanto para el 18S ribosémico, el

GADPH vy la clusterina se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Mezcla de la reaccidon de PCR para 18S ribosémico, GADPH y clusterina.

Reactivo Volumen (ul)
Template cDNA 8
Buffer 10x 10
MgClI2 4
Composicién de la dNTPs 5
reaccion Primer F 2
Primer R 2
Agua Destilada X
Hot Start Taq Polimesara 0,5
Volumen final 100
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Una vez hecha la mezcla de reaccion se llevo al termociclador para realizar
el programa de PCR. Comienza con una etapa inicial de activacion de 15 minutos a
95 °oC, después se realizan 35 ciclos de tres pasos: 30 segundos a 94 °C para la
desnaturalizaciéon, 30 segundos a 58 °C y 15 segundos a 72 °C para la extension.
Después de la repeticion de ciclos, se produce una etapa final de extension, 10

minutos a 72 °C, manteniendo finalmente la muestra estable a 8 °C.

4.4.6. Electroforesis en gel de agarosa.

Los transcritos obtenidos por la PCR se cargaron en un gel de agarosa al 1%

y se sometieron a electroforesis durante una hora.

Preparacion del gel de agarosa al 1%

- Se pone en un matraz 2.5 g de agarosa en 250 ml de buffer TBE 0,5X.

- Se calienta en horno microondas hasta que la agarosa esté disuelta, sin

que llegue a ebullicion.

- Seretira y se deja enfriar.

- Cuando se haya enfriado, se afaden 15 pl de disolucién de bromuro de
etidio (10 mg/ml).

- Se agita la mezcla y se vierte en el molde del gel con el soporte y el

peine (15 pocillos) colocados. Se deja enfriar a temperatura ambiente.

- Se deja que solidifique por completo (minimo 30 minutos).

Preparacion del buffer TBE 10X (un litro) de electroforesis

- Se mezcla TrisBase (108 g), acido boérico (55 g), EDTA 0.5M (40 ml).

- Se disuelven todos los reactivos en agua destilada hasta tener un
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volumen final de 1L.

Preparacion de la electroforesis

- Se coloca el gel en una cubeta de electroforesis que debe estar llena de
Buffer TBE 10X.

- Al producto amplificado (10 pl) se le afiaden 2 ul del buffer de carga (azul

de bromofenol).

- Las muestras se cargan en los pocillos situados en el catodo del gel.

- También se cargara el marcador de peso molecular interno, PM VI con los
rangos de 154-2176 pares de bases (Roche Molecular Biochemical,

Mannheim, Alemania), en uno de los pocillos de los extremos del gel.

- Se someten a una corriente eléctrica de 70 voltios y 19 amperios durante

aproximadamente 40 minutos.

La matriz porosa formada permite la separacion de las moléculas por el
tamafio mediante la aplicacion de una corriente eléctrica. Una vez completa la
electroforesis y las moléculas mas pequefias han llegado al anodo, se visualiza el

patrén de migracion del ADN con un transiluminador ultravioleta.

4.4.7. Gen Clean.

Para extraer y purificar el resultado obtenido tras la electroforesis en gel de
agarosa, usamos el kit de purificacion Illustra GFX PCR DNA and Gel band

Purification kit (Qiagen). Realizando el siguiente protocolo:

- Se corta la banda que interesa del gel de agarosa y se introduce en un

tubo libre de DNasa. Se toma referencia del peso del fragmento.

- Para cada muestra se afiaden 10 pl de buffer de captura tipo 3 por cada

10 mg de gel.
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Se mezcla por inversion y se incuba a 60 °C durante 20-30 minutos
hasta que la agarosa se disuelva completamente. Una vez que adquiera
una tonalidad amarillenta, significa que se ha disuelto completamente. Si
la tonalidad es rosa oscura o roja, se debe afadir un volumen de

aproximadamente 10 ul de acetato de sodio 3 M hasta pH 0,5.

Se carga en la columna de GFX Microspin, la cual se pone dentro del tubo

para la recogida.

Se centrifuga brevemente para recoger el liquido en la parte inferior del

tubo, dando un pulso de centrifuga.

Se afiaden 800 pl a la columna de buffer de captura tipo 3, se recoge en

un tubo la columna y se incuba a temperatura ambiente durante 1

minuto.

Se centrifuga durante 30 segundos a 16000 g.

Se desecha el liquido y se vuelve a colocar la columna.

El lavado se repite varias veces.

Se afiade buffer de lavado tipo 1 (500 ul) a la columna GFX microspin.

Se centrifuga durante 30 segundos a 16000 g.

Se elimina el liquido que haya pasado por la columna.

Se centrifuga de nuevo durante 30 segundos a 16000 g.

Se elimina de nuevo el liquido que pase a través de la columna.

Se anade buffer de elucion tipo 4 o tipo 6 (10-50 ul) en el centro de la

membrana de la columna y se coloca debajo de la columna un tubo

eppendorf para recoger la muestra.

Se incuba la columna durante un minuto a temperatura ambiente.
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- Se centrifuga durante 1 minuto a 16000 g.

- Se elimina la columna.

- Se almacena el ADN purificado a -20 °C.

- Se mide la concentracién de ADN en el Nanodrop.

El ADN purificado es usado como molde, con concentraciones conocidas,
para realizar la curva patréon de los primers descritos. Después se realiza la RT-PCR
para cada una de las muestras y se comparan con las curvas patréon para obtener

un valor de expresion.

4.5, Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real
(qRT-PCR).

Para realizar la qRT-PCR se ha usado el SsOfast Eva Green Supermix de
Biorad. Este contiene: 2 buffers de reaccion con dNTPs, Sso7d-fusion polimerase,
cloruro de magnesio (MgCl,), EvaGreen dye y estabilizadores. Para llevar acabo la
reaccidon, se afade también un volumen de los primers, tanto del forwrad como del
reverse, un volumen de la muestra o template y, si fuese necesario, se completa el
volumen final de la reaccién a 20 pl con agua libre de DNasas. Se ha llevado a cabo

en el termociclador ROTOR GENE de la marca Qiagen.

Para los componentes de la reaccion se tomaron los volimenes por muestra,

descritos en la siguiente tabla:
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Tabla 3. Mezcla de la reaccién para la gRT-PCR de 18S ribosdmico y clusterina.

Reactivo Volumen (ul)
SsoFast EvaGreen supermix 10
i Primers (F+R) del 18S Ribosémico 1
18S ribosomico.
Agua libre de RNasa 8
DNA Template 1
SsoFast EvaGreen supermix 10
] Primers (F+R) de clusterina
Clusterina.
Agua libre de RNasa 4
DNA Template

Las muestras se someten a diferentes ciclos de amplificacién siguiendo la
secuencia: Un primer ciclo de activacién de la enzima a 95 °C, durante 30
segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacidon a 95 °C durante 5 segundos, la
etapa de extension es también de 40 ciclos de 10 segundos en un rango de
temperatura de 55-60 °C y la extension final o melt curve con pasos intercalados

de 10 segundos a 65 y 10 segundos a 95 °C.
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5. Variables de estudio.

Las variables del estudio se expresan en la siguiente tabla:

Tabla 4. Variables de estudio.

VARIABLES DEL ESTUDIO

Variables de
grupo

- Control

- Paciente:
- Oligozoospérmicos.
- Astenozoospérmicos
- Teratozoospérmicos
- Normozoospérmicos.

Variables para
el estudio del

Factor masculino, variables del seminograma:

factor - Concentracién de espermatozoides total. (M/ml)
masculino . . L :
clasico - Porcentaje de espermatozoides moviles progresivos.
- Porcentaje de morfologia normal.
Expresion de clusterina por inmunohistoquimica:
- Porcentaje de espermatozoides con tincién de clusterina.
Variabl - Porcentaje de espermatozoides con tincidon en acrosoma.
ariables . . o -
moleculares - Porcentaje de espermatozoides tefiidos en toda su superficie.
- Porcentaje de espermatozoides con tincion de clusterina en
pieza intermedia y/o cola.
Expresion de clusterina por gRT-PCR.
- Expresion de clusterina (delta-ct)
- Porcentaje de fecundacion.
. - Calidad de los embriones que se transfieren.
Variables =
clinicas - Test de gestacion.

- Indicacidén del tratamiento de reproduccién. (variable de confusién)
- Edad de la mujer. (variable de confusién)

Las variables contempladas en el estudio y descritas a continuacion, se han

recogido en el formulario del anexo V.
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5.1 Variables definidas para resultados generales y para definir

grupos de estudio.

Grupo experimental

Variable dicotémica que toma valores de cada uno de los grupos de estudio:
Control y paciente.

Para el analisis del objetivo 3, ademas de la separacion del grupo experimental
como varon control o varéon paciente, se realizd una subdivisién para el grupo de
pacientes segun los valores obtenidos tras la realizacién del seminograma, de modo
que se separaron pacientes con concentracion alterada (oligozoospérmicos),
pacientes con movilidad alterada (astenozoospérmicos), pacientes con morfologia
alterada  (teratozoospérmicos) y pacientes con seminograma normal
(normozoospérmicos). Cada uno de estos subgrupos de pacientes se compard con
el grupo de varones controles para evaluar la expresion de clusterina entre los

subgrupos.

5.2 Variables definidas para el estudio del factor masculino.

Seminograma.

Concentracion total de espermatozoides.

Variable cuantitativa que recoge el contaje de espermatozoides de una

muestra, expresado en millones por ml.

Para el analisis del objetivo 2, se recategorizd como variable dicotémica
atendiendo a si el valor dado estaba o no por encima de los valores de normalidad
publicados por la OMS en 2010 (Laboratory Manual for the examination and
processing of Human Semen, 5" Edition). De este modo, se dio valor cero cuando

los valores estaban por debajo del valor de normalidad (corresponde a una muestra
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con diagnostico de oligozoospermia) y uno, cuando la muestra estaba dentro de los

valores de normalidad.

Porcentaje de espermatozoides moviles progresivos.

Variable cuantitativa que se calcula realizando el contaje de espermatozoides
moviles progresivos en una muestra y se expresa en valor de porcentaje respecto

al valor de concentracion total.

Para el analisis del objetivo 2, se recategorizd como variable dicotémica
atendiendo a si el valor dado estaba o no por encima de los valores de normalidad
publicados por la OMS en 2010. De este modo, se dio valor cero cuando los valores
estaban por debajo del valor de normalidad (corresponde a una muestra con
diagndstico de astenozoospermia) y uno, cuando la muestra estaba dentro de los

valores de normalidad.

Porcentaje de espermatozoides con morfologia normal.

Variable cuantitativa que se calcula realizando el contaje de espermatozoides

morfoldgicamente normales en una muestra y se expresa en valor de porcentaje.

Para el analisis del objetivo 2, se recategorizd como variable dicotémica
atendiendo a los valores de normalidad publicados por la OMS, 2010. Se dio valor
cero, cuando los valores estaban por debajo del valor de normalidad (corresponde a
una muestra con diagndstico de teratozoospermia) y uno, cuando la muestra estaba

dentro de los valores de normalidad.

5.3 Variables definidas para el estudio de expresion de clusterina.

Se incluyeron los resultados obtenidos a partir del estudio de expresion de

clusterina mediante inmunohistoquimica o qRT-PCR.
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Variables para el estudio por inmunohistoquimica.

Para definir el objetivo 1, se establecieron los diferentes patrones de
expresion obtenidos en la fase experimental, nombrandose cada uno como variable

cuantitativa expresada en valores de porcentaje.

- Porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina.

- Porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina en el acrosoma.

- Porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina en toda su
superficie.

- Porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina en la pieza

intermedia y/o la cola.

Para el andlisis de los objetivos 2 y 3, se recategorizaron cada una de ellas
en variables dicotémicas, como alta o baja expresion, estableciendo el limite la
mediana de la poblacién. Siendo considerada una baja expresion cuando el valor
estd por debajo de la mediana y alta expresién, cuando dicho valor estad por

encima.

Variables para la expresion de clusterina por RT-PCR.

Variable cuantitativa, expresada en valores de delta-ct para el analisis del

objetivo 1.

Para el analisis de los objetivos 2 y 3 se recategorizaron cada una de las
variables en variables dicotdmicas, como alta o baja expresion relativa segun la
mediana de la poblacion. En este caso, la interpretacion sera al contrario que en el
apartado anterior. Se considera una baja expresion, cuando el valor estd por
encima de la mediana y alta expresion, cuando dicho valor estd por debajo (ver

apartado de optimizacidn de la fase experimental para qRT-PCR).
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5.4 Variables clinicas. Resultados del tratamiento de fecundacion in

vitro.

Las variables clinicas del estudio, se tomaron de los resultados del ciclo de
fecundacion in vitro que realizaron los pacientes junto a sus parejas, tales como el
porcentaje de fecundacion de los évulos sometidos a inseminacién, la calidad de los
embriones transferidos y el resultado del test de gestacion realizado tras 14 dias de
la transferencia embrionaria. Se analizaron también la causa de esterilidad que
motivd el tratamiento, la edad de la mujer y si existia un componente de mala

calidad ovocitaria como posibles variables de confusion.

Porcentaje de fecundacion

El porcentaje de fecundacion se calcula realizando el porcentaje del cociente

entre los 6vulos fecundados respecto al nimero de 6vulos que se han inseminado.

Para el analisis del objetivo 4, se recategorizé como variable dicotomica,
definida como oOptimo o sub-éptimo, al porcentaje de  fecundacién, valor
establecido como estandar de calidad por la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF
2012)H,

Calidad embrionaria

Para el parametro de calidad embrionaria de los embriones transferidos, se
evaluaron sus caracteristicas morfocinéticas segun los criterios publicados por la
Asociacion Espafiola del Estudio de la Biologia de la Reproduccion (Criterios Asebir
de valoracidon morfoldgica de oocitos, embriones tempranos y blastocistos humanos,
2008). A partir de este criterio, realizamos una reagrupacion creando una variable

dicotdmica:

- Calidad 1: Todos los embriones transferidos son de buena calidad (A y/o B,
segun la clasificacién ASEBIR).

- Calidad 2: Los embriones transferidos son de otra calidad.

IMoreno et al. Indicadores de Calidad basados en el estado del Arte. XXIX Congreso SEF, 2012.
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Otras variables clinicas:

Para comprobar la concordancia de los datos y describir nuestra poblacion de

estudio, incluimos en el estudio las siguientes variables:

La causa de esterilidad, que es la que determina la derivacion de la pareja

a estos tratamientos:

Factor masculino.

- Factor femenino.

- Factor mixto, cuando hay presencia tanto de un factor masculino como

femenino.

- Esterilidad de origen desconocido.

Edad de la mujer, se han definido tres grupos en funcion de las

expectativas de éxito en este tipo de tratamiento:

- Pacientes menores de 30 afos, cuyas expectativas de éxito son mayores.

- Pacientes de 30 a 35, es el mas numeroso.

- Pacientes mayores de 35 afios, que suelen presentar peor calidad ovocitaria

y embrionaria, ya que a partir de esta edad la capacidad reproductiva de la

mujer desciende bruscamente, son las pacientes con peor prondstico.
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5. Fuente y recogida de datos:

Los datos necesarios para evaluar los resultados del tratamiento de
fecundacion in vitro fueron recogidos a partir de la historia clinica de la consulta de
esterilidad (software Doctor, Anexo III) y de los registros del laboratorio de
reproduccion asistida (software Lotus, Anexos V). Los datos relativos a las variables
dadas en el seminograma se obtuvieron de los informes de las pruebas
complementarias del hospital que se encuentran informatizados (software SIGLO,
Anexo IV). Los datos de expresion proteica, se registraron en una tabla excel, que

se iba completando diariamente, junto a los datos anteriores (Anexo VI).

Una vez conformada la base de datos se procediéo a la confirmacién de

aquellos registros en los que aparecian valores extremos.
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6. Soporte informatico.

Los calculos numéricos, graficos y analisis estadisticos necesarios para la
realizacion de este estudio se han llevado a cabo con la ayuda del programa

Microsoft Excel 2007 y del paquete estadistico SPSS versiéon 15.0.

Los resultados de la gqRT-PCR se procesaron mediante el software incluido en

el controlador del termociclador, Rotor-Gene Expreriment Q Series Software 2.1.0.
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7. Analisis estadistico:

Objetivo 1

Para el primer objetivo de este trabajo: describir la localizacion y el grado de
expresion de clusterina en el espermatozoide, se realiz6 un analisis estadistico
mediante un analisis descriptivo con medidas de tendencia central y de dispersion
para variables cuantitativas y de distribucion de frecuencias para las variables

cualitativas. Los datos se han acompafiado de tablas y graficos.

Las variables de expresion de clusterina fueron las siguientes:

- Porcentaje de espermatozoides con tincion de clusterina
(inmunohistoquimica).

- Porcentaje de espermatozoides con tincibn en el acrosoma
(inmunohistoquimica).

- Porcentaje de espermatozoides con tincion en toda la superficie del
espermatozoide (inmunohistoquimica).

- Porcentaje de espermatozoides con tincion de clusterina en pieza
intermedia y/o cola (inmunohistoquimica).

- Expresion de clusterina medida por gRT-PCR (delta-ct).

A partir de este analisis obtuvimos el valor de la mediana de cada una de las
variables tomadas de expresién de clusterina, que nos sirvid para recategorizar las
mismas variables, obteniendo variables dicotdmicas que se usaron para el analisis

de los siguientes objetivos.

Objetivo 2

Para evaluar la posible relacion entre las variables que se obtienen tras
realizar un seminograma y la expresidon de clusterina, se realizd un analisis
univariante de regresion logistica mediante la comparacion entre cada una de las
variables dependientes con las variables independientes. Se realiz6 mediante el test
de la Ji-Cuadrado, o el test de Fisher en caso de observaciones esperadas inferiores
a 5.
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De este modo, las variables dependientes tomadas fueron:

- Concentracidén total de espermatozoides.
- % de espermatozoides mdviles progresivos.

- % de espermatozoides morfolégicamente normales.

Todas ellas, tal y como se definen en el apartado correspondiente (apartado
5 de material y métodos) para este objetivo, fueron recategorizadas como variables
dicotdmicas tomando como referencia el valor de normalidad o anormalidad segun
el manual OMS de 2010 (Tabla 1).

Cada una de estas variables dependientes se compard por separado con las
variables independientes que informan sobre la expresiéon de clusterina en el

espermatozoide:

- Porcentaje de espermatozoides con  tincidén de clusterina
(inmunohistoquimica).

- Porcentaje de espermatozoides con tincion en acrosoma
(inmunohistoquimica).

- Porcentaje de espermatozoides con tincion en toda la superficie del
espermatozoide (inmunohistoquimica).

- Porcentaje de espermatozoides con tincion de clusterina en pieza
intermedia y/o cola (inmunohistoquimica).

- Expresion de clusterina por qRT-PCR (delta-ct).

Tal y como se explica en el apartado donde se definen las variables, todas ellas se
recategorizan como variables dicotdmicas tomando como referencia el valor de la

mediana de la poblacidn.

Objetivo 3

Para evaluar si existen diferencias para la expresion de clusterina entre los
grupos de estudio, se realizd, mediante el test de la Ji-Cuadrado o el test de Fisher
en caso de observaciones esperadas inferiores a 5, la comparaciéon entre la variable
dependiente o grupo experimental (variable dicotomica: control y paciente) con las

variables independientes que definen la expresidon de clusterina:
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- Porcentaje de  espermatozoides con tincion de clusterina
(inmunohistoquimica).

- Porcentaje de espermatozoides con tincion en acrosoma
(inmunohistoquimica).

- Porcentaje de espermatozoides con tincion en toda la superficie del
espermatozoide (inmunohistoquimica).

- Porcentaje de espermatozoides con tincion de clusterina en pieza
intermedia y/o cola (inmunohistoquimica).

- Expresion de clusterina por qRT-PCR (delta-ct).

Tal y como se explica en el apartado donde se definen las variables, todas
ellas se recategorizan como variables dicotémicas tomando como referencia el valor

de la mediana de la poblacion.

Posteriormente se realizd el mismo analisis, pero el grupo de pacientes fue
subdividido en: oligozoospérmicos, astenozoospérmicos, teratozoospérmicos vy
normozoospérmicos. Cada uno de estos subgrupos se comparé con el grupo control
para evaluar si existian diferencias para la expresion de clusterina. Asi, de forma
independiente, se tom6 como variable dependiente el grupo experimental como

variable dicotémica:

- Varon control versus paciente oligozoospérmico.
- Varon control versus paciente astenozoospérmico.
- Varon control versus paciente teratozoospérmico.

- Varon control versus paciente normozoospérmicos.

Objetivo 4

Para evaluar la posible relacién entre los resultados obtenidos tras realizar
un tratamiento de fecundacién in vitro y la expresion de clusterina, se tuvo en
cuenta para el analisis estadistico solo al grupo de pacientes. Se realizé un analisis
univariante de regresion logistica, mediante la comparacion entre cada una de las
variables dependientes con las variables independientes, mediante el test de la Ji-

Cuadrado, o el test de Fisher en caso de observaciones esperadas inferiores a 5.

Como variable dependiente, se tomd6 por separado cada una de estas variables
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dicotdmicas (ver apartado 5 de material y métodos donde se definen cada una de

las variables):

- Porcentaje de fecundacion.
- Calidad de los embriones que se transfieren.

- Test de gestacion.

Cada una de estas variables dependientes se compard por separado con las
variables independientes que informan sobre la expresion de clusterina en el

espermatozoide, las mismas que se usan para el objetivo 2 y 3.

Por ultimo, se realizd un andlisis de regresién logistica multivariante
tomando como variable dependiente el resultado del test de gestacion, e incluyendo
el método “por pasos hacia delante” con las variables independientes de interés.
Describiendo la Odds Ratio (OR) con respecto a un intervalo de confianza al 95%
(IC 95%). Se establecié en los diferentes analisis el nivel de significacion en
p<0,05.
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1. Descripcion de la poblacién en estudio.

Para el estudio de la poblacién, como ya se ha descrito anteriormente,
partimos de un grupo control formado por 36 varones fértiles y un grupo de 90
pacientes incluidos en el programa de reproduccién asistida de nuestro hospital y
del hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada. Para el analisis del
estudio clasico del factor masculino o seminograma se tomaron los valores de

referencia publicados por la OMS en 2010 (Tabla 1).

1.1. Grupo control.

Este grupo presenté normales todas las variables referentes al
seminograma, como se describié en el apartado de material y métodos. Para la
concentracion total de espermatozoides, los valores oscilaron entre 226 y 50
millones por mililitro, siendo el valor medio de 135. Para el porcentaje de movilidad
progresivo la media fue del 71%, oscilando los valores desde el 92% hasta el
40,5%; y para el porcentaje de morfologia normal el maximo obtenido fue un 9%
frente al valor minimo que fue del 4%, el valor medio resultante fue de 5,6% (Tabla
5).

Tabla 5. Frecuencias de las variables del seminograma para el grupo control.
Estadisticos

Variables - - -

Minimo Maximo | Media | Desv. tip.

Concentracién de espermatozoides totales (M/ml) 50,00 226,00 135,8 46,06
Porcentaje de espermatozoides moviles progresivos 40,54 92,68 71,8 11,81

Porcentaje de espermatozoides con morfologia

4,00 9,00 5,6 1,64
normal.

En concordancia, este grupo presenta éxito reproductivo, por lo que
asumimos para el estudio estadistico que el porcentaje de fecundacion es del 100%

al igual que la tasa de embarazo clinico.
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1.2. Grupo de pacientes.

Los valores obtenidos para el grupo de pacientes sometidos a un tratamiento
de fecundacion in vitro en los resultados del seminograma fueron 70 millones por
mililitro para el valor medio de la concentracion total de espermatozoides, para el
porcentaje de moviles progresivos 53,8% y para el valor medio del porcentaje de

morfologia normal 9,4% (Tabla 6).

Tabla 6. Frecuencias de las variables del seminograma para el grupo de pacientes.

. Estadisticos
Variables - - -
Minimo Maximo | Media Desv. tip.

Concentracidon de espermatozoides totales (M/ml) 0,7 262,0 70,4 58,3
Porcentgje de espermatozoides moviles 3,2 88,8 53,8 19,7
progresivos
Porcentaje de espermatozoides con morfologia 1,0 25,0 9,4 5,3
normal.

De este modo, de los 90 pacientes que forman parte del grupo observamos
que 28 presentaban algun tipo de alteracidon diagndstica en su seminograma, bien
sea en la concentracion, la movilidad o la morfologia espermatica. Concretamente,
ocho pacientes fueron oligozoospérmicos (O), nueve astenozoospérmicos (A), dos
teratozoospérmicos (T), seis oligoastenozoospérmicos (OA), uno
oligoteratozoospérmico (OT), otro astenoteratozoospérmico (AT) y el ultimo
oligoastenoteratozoospérmico (OAT). El resto de los 62 pacientes de este grupo
presentaron valores en el seminograma por encima de los valores normales y por

tanto fueron diagnosticados como normozoospérmicos.

La edad media de las mujeres que se sometieron al tratamiento fue de 35
anos, oscilando las edades desde 24 hasta 39 afios. Siendo el grupo mas numeroso

de pacientes (47,7%) el que tenia mas de 35 afios (Grafica 1).
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Grafica 1: Grupo de edad de las pacientes

sometidas a un tratamiento de F.1I.V

[ < 30 afios
[l 30-35 afios
[ > 35 afios

Se tuvo en cuenta, ademas, la causa de esterilidad por la que la pareja fue
derivada al programa de fecundacién in vitro. De acuerdo con el origen de la causa
de esterilidad, los pacientes se clasificaron en cuatro grupos: causa de origen
femenino (43,3%), masculino (16,7%), mixto (14,4%) o desconocido (25,6%),

como se muestra en la grafica 2.
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Grafica 2: Causa de esterilidad diagnosticada

para la derivacion a tratamiento F.I.V.

. Factor masculino
B Factor femenino
[l eop

. Factor mixto

Durante los tratamientos, el porcentaje de fecundaciéon de los Ovulos
sometidos a inseminacion oscild desde el fallo de fecundacidon hasta el éxito
completo (100%), siendo el valor medio de este porcentaje del 69%. Se realizd
transferencias de embriones en 87,7% de los casos, para 14 de los pacientes se
realizd transferencia de un Unico embridon y en el resto de casos se hizo la

transferencia de dos embriones (Tabla 7).
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Tabla 7. Frecuencia de la variable nimero de embriones transferidos.

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos 0 4 44 2.8 Py
1 14 15,6 16,9 21,7
2 65 72,2 78,3 100,0
Total 83 92,2 100,0
Perdidos 7 7,8
Total 90 100,0

Para el estudio estadistico del objetivo cuatro, como ya se describio
anteriormente, se ha realizado una transformacién dicotémica de alguna de las
variables. De este modo, el porcentaje de fecundacidn se recategorizdé como
variable dicotdmica atendiendo a los estandares de calidad recomendados por la
Sociedad Espafiola de Reproducciéon (Moreno et al., 2012). Definiendo como un
indicador de calidad 6ptimo un porcentaje de fecundacidon cuando es superior al
67%. De este modo, se crearon dos categorias segun si el valor obtenido estaba
por encima o por debajo del mismo. En un 53,4 % de los casos se obtuvo una

optima fecundacion (Grafica 3).
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Grafica 3: Porcentaje de fecundacion de los

ovulos inseminados mediante I1.C.S.I.

[ Bajo % de fecundacion
[ Alto % de fecundacion

La evaluacion de calidad de los embriones transferidos durante el
tratamiento de fecundacion in vitro se realizd siguiendo los criterios morfocinéticos
de clasificacién embrionaria publicados por la Sociedad Espafiola para el Estudio de
la Biologia de la Reproduccion'?. Por este criterio los embriones se clasifican en
cuatro categorias segun su calidad, que se denominan por las letras A, B, C y D,

siendo la categoria A la de mejor calidad embrionaria y por tanto la de mayor

12 Criterios Asebir de valoracién morfoldgica de oocitos, embriones tempranos y blastocistos humanos,
2008
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posibilidad de implantacion. En este trabajo hemos reagrupado estas calidades en
dos grupos: el primero, donde todos los embriones transferidos a la paciente son de
buena calidad (categorias A y/o B), y un segundo grupo, donde los embriones que
se transfieren, al menos, uno no es de calidad A o B. Los porcentajes que

obtuvimos fueron 35,4 y 64,6 respectivamente (Grafica 4).

Grafica 4: Frecuencia de la calidad de los embriones

transferidos durante el tratamiento de F.1I.V.

. Embriones transferidos de otra
calidad

m Embriones transferidos de buena
calidad

El éxito o no del tratamiento de reproduccion fue considerado por el
resultado positivo o negativo del test de gestacion en orina, 14 dias después de

realizar la transferencia embrionaria. Como ya hemos comentado anteriormente, el
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porcentaje de test de gestacidon positivo obtenido para el grupo de estudio fue
practicamente del 36% (Grafica 5). La tasa de gestacion clinica fue practicamente
del 36 %. (Gréafica 5).

Grafica 5: Frecuencia del test de gestacion clinica tras
el tratamiento de F.I1.V.

| Test de gestacion negativo
Test de gestacion positivo
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2. Optimizacion de la fase experimental del estudio.

2.1. Ensayo por Inmunohistoquimica.

Para la optimizacion de la inmunorreactividad, los factores mas importantes

que hay que tener en cuenta en términos generales son (Vaquero, 2007):

- Diluciéon del anticuerpo primario.

- Duracién de la incubacion del primario.

- Tipo y concentracién del anticuerpo secundario.
- Técnica de recuperacién antigénica empleada.
- Temperatura de incubacion.

- Sistema de deteccion y amplificacion.

En la practica se suelen manejar tres variables: la dilucién del anticuerpo
primario, el tiempo de incubacion del primario y la técnica de recuperacidon

antigénica.

Ademas de la positividad de la diana, debe valorarse si aparece tincion de
fondo. Esto se produce porque el anticuerpo no esta totalmente purificado y tiene
inmunoglobulinas inespecificas, o por una titulacion deficiente del anticuerpo
primario y/o secundario. Para evitarlo hay que disminuir la concentracién vy
aumentar los tiempos de exposicién. En tinciones citoplasmicas deben tenerse en

cuenta los falsos positivos debidos a biotina, peroxidasas y fosfatasas enddgenas.

Para nuestra tincion de clusterina se realizd el protocolo descrito
anteriormente. Inicialmente se procedid a la titulacion del anticuerpo primario para
encontrar la dilucion mas alta que permitiese una adecuada deteccién del antigeno.
Se utilizaron diluciones de 1:1000, 1:2000 y 1:4000. Se llevdo a cabo una
evaluacion subjetiva de la presencia del antigeno al microscopio. En la dilucion
1:1000 se observé mucha tincion de fondo, que no permitid una clara deteccién del
antigeno, al igual que para la dilucién 1:2000. En la dilucidén 1:4000 se detecto
mejor el antigeno, dando tincién marrén para la presencia de la proteina y tifiendo
el resto de la célula azul. También mejoramos el contraste realizando la fase de

pretratamiento a pH 9. Por lo que se seleccion6 esta dilucidén para el analisis.
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Para determinar la localizacion de la clusterina en el espermatozoide, se
observaron en el microscopio los portaobjetos tefiidos para clusterina (tincion de

color marréon) mediante inmunohistoquimica.

2.2. Ensayo por qRT-PCR.

A la hora de disenar el estudio de expresion génica de clusterina se tuvieron
que realizar algunos cambios en los protocolos originales, para optimizar los
resultados obtenidos. En los pasos iniciales a la realizacién de la gRT-PCR, durante
la extraccion de ARN de las células espermaticas y sintesis de ADN copia, un factor
limitante fue la baja concentracién de ARN presente en el espermatozoide, a lo que
hay que anadir la baja concentracion de células espermaticas presentes en las
fracciones de eyaculado lavadas. Hemos tenido que realizar una serie de
modificaciones al protocolo comercial para conseguir una mejor extraccion de ARN
y evitar al maximo la contaminacion por ADN gendmico, sobre todo para muestras
con baja concentracion de células donde la obtencidon de ARN era muy limitada y no
conseguiamos una buena sintesis posterior de ADNc. Para conseguirlo se afiadié un
paso intermedio de accién de una DNasa en el protocolo de extraccidén, asi se
elimind al maximo la presencia de ADN gendmico. Se anadié un paso extra en el
protocolo de extraccion de ARN entre los lavados (paso 5 y 6, ver apartado de

técnicas de laboratorio).

Después del quinto paso del protocolo de extraccion de ARN se realiza un
paso extra con una enzima DNasa (kit DNAsa Set): Se realiza una mezcla de 70
microlitros de buffer RDD con 10 microlitros de la solucién de DNasa I, libre de
RNAsa. La solucion obtenida se afiade a la columna de extraccién de cada muestra
y se deja incubar durante 20 minutos. Después se afiade un paso extra de lavado
de la columna con 700 microlitros de buffer RW1, se centrifuga durante 15
segundos a 8000 g, se descarta el sobrenadante y se continGa con el sexto paso del

protocolo de extraccién de ARN.

Posteriormente a la extraccion del material genético, se midié la cantidad
mediante un espectrofotometro compacto de ultravioleta visible para medida rapida
de pureza de ADN, ARN y proteinas con micromuestras (Nanodrop). Se hicieron
diluciones que tuvieran una cantidad de ARN de 2 microgramos (jg), a parir de las

cuales se cred la ADN copia.
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2.3. Eleccion de genes housekeeping y elaboracion de curvas patron:

Los llamados genes housekeeping son genes que se expresan de forma
constante en todas las células, normalmente son genes encargados del
metabolismo basico de la célula, involucrados en el buen funcionamiento celular.
Asi, si hacemos una comparativa entre la expresion de alguno de estos genes y un
gen sometido a estudio podemos cuantificar su nivel de expresion
independientemente del nimero de copias de ADNc presente en la muestra. En un
principio nosotros tomamos como housekeeping dos genes: 18S ribosémico y
GADPH. Los primeros usados para la clusterina fueron el Forward 5-CCAACAGA
ATTCATACGAGAAGG-3' y el Reverse 5'-CGTTGTATTTCCTGGTCAACCTC-3" (Homo
sapiens Clusterine, CLU, transcript variant 1, mRNA. NCBI Referente Sequence:
NM_001831.3); para el 18S ribosomico las secuencias fueron las siguientes:
Forward 5'-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3" y Reverse 5 -CATCCAATCGTAGTAGCG-
3", y para el GADPH: Forward 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA-3 " y Reverse 5'-
CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT-3" (Amoako et al., 2012). Todos se disefiaron con el
programa informatico Primer3. Fueron elaborados y proporcionados por la casa

comercial Sigma Aldrich.

Después de realizar la PCR clasica, los transcritos obtenidos se cargaron en
un gel de agarosa al 1% y se sometieron a electroforesis durante una hora junto
con el marcador de peso molecular interno, pUC19 DNA/Mspl Hpall Marker 23
(Termo Fisher), con los rangos de 34-501 pares de bases. Una vez completa la
electroforesis y las moléculas mas pequeiias han llegado al anodo, se visualiza el

patrén de migracion del ADN con un transiluminador ultravioleta (Figura 4).

Al revelar el resultado del gel, obtuvimos una banda correspondiente al
transcrito de la clusterina. Como usamos un marcador de peso molecular (PM VI),
pudimos comprobar el peso molecular al que correspondia la banda para la
clusterina, siendo de 428 pares de bases aproximadamente. Una banda mas
marcada correspondiente a la alta expresion que tiene el 18S ribosémico. Y para el
GADPH obtuvimos una banda muy marcada de un alto peso molecular, pero el gel
nos reveld que aparecia una banda de bajo peso, posiblemente correspondiente a

una inespecificidad, lo cual se confirmo posteriormente (Figura 4).

Se extrajo cada una de las bandas del gel y se realiz6 un protocolo gen

clean, para obtener de nuevo el material génico. Se mididé la cantidad de material
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genético en cada una de las muestras en el Nanodrop.

pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23
bp ng/05pg %

5 501 933 187
2 480 910 182
% 404 752 150
3 3 616 123
8 242 450 90

190 34 71
o 147 274 B
. 1 07 43
L 110 205 41
= 67 125 25
2 20 65 63
5 34 65 63
<

0.50a%ne, Sxm length gd,

TETHE, Sv/om, .50 patrén  Clusterina 185 Ribosémice GADPH

Figura 4. Gel de Agarosa 1% después de realizar la PCR clasica se ven las bandas correspondientes a
clusterina (marcada con recuadro), 18S ribosémico y GADPH.

Posteriormente, se hizo una qRT-PCR con diluciones seriadas para la

clusterina, el 18S ribosémico y GADPH.

Las curvas patrén se construyeron con diluciones conocidas de los
transcritos purificados, tomandose diluciones 1/100, 1/1000, 1/10.000, 1/100.000
para cada uno de ellos. Hicimos una qRT-PCR siguiendo el protocolo anteriormente
mencionado. De este modo, obtuvimos las tres curvas patrén de los tres
transcritos, una para clusterina, otra para 18 S ribosémico y otra para el GADPH
(Anexo VII. Imagen de curvas patréon y graficas melting). Al observar la grafica de
la curva melting o de la temperatura de fusién de cada transcrito obtuvimos un solo
pico para la clusterina y el 18S rib, mientras que para el GADPH la curva resulté con
mas de un pico (Anexo VII.C. Curva melting), lo que se traduce en una
inespecificidad, como ya habia aparecido en el gel de agarosa, donde se observaron
dos bandas. Esto nos llevd a descartar definitivamente el GADPH como

housekeeping de nuestro experimento.
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Durante el desarrollo de la reaccidn, el niUmero de copias de la diana al inicio
de la misma se puede cuantificar con gran precisién a través del ciclo umbral (Ct)®.
De esta manera, utilizando muestras patrones que contienen diluciones seriadas de
concentraciones conocidas de la diana, se construye una recta de calibracion que
relaciona los Ct con el logaritmo de la cantidad inicial de molde. Extrapolando en
esta recta los Ct obtenidos para las muestras problema, se puede estimar dicho
valor. Los niveles de Ct son inversamente proporcionales a la cantidad del transcrito

en la muestra.

Para determinar el rendimiento de una reaccion de PCR cuando se comparan
diferentes condiciones de reaccion, se usan entre otros los valores de la eficiencia y
el parametro R? de la reaccion. La eficiencia de la PCR es dependiente en el ensayo
del rendimiento de mezcla maestra y de la calidad de la muestra. Generalmente,
una eficiencia entre 0.9 y 1.1 se considera aceptable. R? es un término estadistico
que indica lo bien que un valor puede ser predictor de otro. Cuando R? es 1, el valor
de Ct se puede utilizar para predecir con precision el valor entre dos muestras. Si
R? es 0, el valor de una muestra no puede predecirse a partir del valor de otra. Un
valor de R*> 0.99 proporciona una buena confianza en la correlacién de dos

valores.

En nuestro caso la eficiencia en la curva patrén de la clusterina fue de 1,13 y
para el 18S ribosémico de 1. R?, tanto para la curva patrén de la clusterina como
para la del 18S ribosémico fue de 0,96. Este resultado demuestra el buen
rendimiento de la reaccion y la aceptacion de ambas curvas patron para la

estimacion del resto de las muestras (Anexo VII).

Una vez tuvimos las curvas patron, realizamos la gRT-PCR para cada una de

las muestras de estudio.

13 El ciclo umbral es el nimero de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia
significativo con respecto a la sefal de base, y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de
moléculas molde.
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2.4. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real
(qRT-PCR).

La PCR a tiempo real es una técnica ampliamente utilizada para estudios de
expresion proteica. Se basa en la reacciéon en cadena de la polimerasa. Con esta
metodologia se pueden producir en el laboratorio multiples copias de un fragmento
de ADN especifico. Realizando este tipo de PCR, ademas de la deteccion del gen o
proteina que nos interesa estudiar, podemos tener una estimacion cuantitativa de

su expresion (Wasilk et al., 2004).

Se realizaron tres réplicas por muestra, un control negativo para cada una
de las muestras para descartar posibles contaminaciones de las mismas y un
control negativo para detectar posibles uniones inespecificas de los primers, tanto

para el 18S ribosémico, como para la clusterina.

Para analizar cambios relativos en la cantidad de transcritos, ya que no
podiamos calcularlo de forma absoluta por no conocer la cantidad de ADN de la que
partimos, se compard, el valor Ct de la clusterina con el valor Ct del 18S ribosémico
para cada una de las muestras. La diferencia entre ambos valores permite
determinar los cambios relativos en la expresién de nuestro gen problema (Rao et
al., 2013). Para el céalculo de expresion de la proteina en cada muestra, nos
ayudamos del software acoplado al termociclador (Rotor-Gene Expreriment Q
Series Software 2.1.0).

102



3. Localizacion y expresion de clusterina en el espermatozoide. Objetivo 1.

Para definir la localizacién y nivel de expresién de clusterina en el
espermatozoide (primer objetivo de este trabajo) realizamos el andlisis en todas las

muestras de los dos grupos de estudio.

Al realizar el estudio de inmunohistoquimica para cada una de las muestras
de cada uno de los grupos, se definieron diferentes patrones de expresidén segun la
localizacion de la proteina dando como resultado diferentes grupos:
Espermatozoides que no expresan la proteina y, por tanto, no habia tincidén en ellos
(a), por el contrario, otro grupo de espermatozoides estaba completamente tefido
a lo largo de toda su superficie (b). De forma intermedia a esas dos categorias de
expresion por tincion, obtuvimos un grupo de células que presentaban tincion
localizada en acrosoma Unicamente o en combinacion con la pieza intermedia y/o la
cola (c y d) y tinciones solo localizadas total o parcialmente en pieza intermedia y/o

la cola (e y f).

a) b)
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c) d)

/
. - L - an - A
w vt voponm v v -

Imagen 8. Patrones de expresidon de clusterina en espermatozoides (tonalidad marron). a)
No tincién, b) tenido en toda la superficie, c) tincidn en acrosoma y algo en el pieza
intermedia, d) tincidon en acrosoma y parcialmente en la cola, e) tincidn parcial en cola y
pieza intermedia, f) pieza y cola totalmente tefiida.

Si miramos el patrén de tincidn mas frecuente para la proteina en cada uno
de los pacientes de los dos grupos, vemos que este no es la tincion definida en la
cabeza, sino en la cola y la pieza intermedia del espermatozoide, seguido de la
expresion localizada en el acrosoma y por ultimo la expresion en toda la superficie
de espermatozoide (Grafica 6).
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Grafica 6: Patron de tincion mas frecuente para la

clusterina.

[l Tincion en acrosoma
. Tincién en pieza intermedia y cola
. Tincién en toda la superficie

. Sin presencia de tincion

También hemos encontrado la presencia de aglutinaciones de
espermatozoides en los que hemos visto una alta expresion de clusterina, dandose
sobretodo a nivel de la cola o en toda la superficie de los espermatozoides (Imagen

9), aunque no tuvimos forma de cuantificarlo.
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Imagen 9. Expresion de clusterina en agregados y aglutinaciones de espermatozoides.

Para el analisis estadistico, se tuvo en cuenta el porcentaje de
espermatozoides que presentaban algun tipo de tincion marrdn sin determinar su
localizacién. Se definieron otras tres categorias en funcion de la zona marcada:
Tincidn y/o expresion localizada en el acrosoma, tincién en pieza intermedia y/o
cola y tincidon en toda la superficie del espermatozoide, también expresadas como

porcentajes.

Para interpretar si una muestra presentaba un alto nivel de expresion de
clusterina o no, debido a la ausencia de un valor de referencia publicado, se tomo el
valor de la mediana de todas las muestras incluyendo los dos grupos de estudio. A
modo de ejemplo, para el valor de expresion de clusterina localizada en el
acrosoma, se interpreté que una muestra presentaba una alta expresién para este
parametro cuando presentaba un valor igual o superior al 19% y una baja
expresion si el valor dado para este porcentaje era menor de 19, el resto de valores
puede observarse en la tabla 8. Los valores de expresion variaron desde el 0% para
alguna de las variables hasta una alta expresion del 96%. Como se puede ver en la
tabla, para la expresion de clusterina localizada en el acrosoma, el nivel de
expresion varia desde una ausencia total hasta el 69%. Para la expresion localizada
en cuello y pieza intermedia esta variaba entre valores del 1 al 87%, siendo el valor
de la mediana del 26%. Mientras que para una tincion completa del espermatozoide
los valores fueron desde el 0 al 65% y la mediana de 10%. La expresion de la
proteina independientemente de la localizacidon de la misma tuvo un valor medio de
61% y una mediana del 64%, que fue el valor tomado de referencia para el estudio
estadistico. Los valores maximos y minimos fueron 96 y 4, respectivamente. Para

los espermatozoides que no presentaban expresion de la proteina, el maximo vy el
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minimo tuvieron valores muy parecidos a la anterior variable, pero en este caso el

valor medio fue de casi el 40% y la mediana tuvo un valor del 36,5%.

Se realizd6 también el estudio de expresion génica mediante qRT-PCR, al
igual que para el estudio de inmunohistoquimica se tomé el resultado como una
variable dicotdmica para el estudio estadistico, tomando como referencia el valor de
la mediana del delta-ct. De este modo, aquellas muestras en las que se obtuvo un
valor menor al 11,14, se consideraron como una alta expresion y las muestras por
encima de este valor se consideraron como baja expresion relativa de clusterina, ya
que como se explicd en el apartado de material y método, el valor delta-ct es
inversamente proporcional a la cantidad de transcrito de la muestra. Para este

estudio, el valor maximo obtenido fue de 14,4 y el valor minimo de 8,15.

Tabla 8: Estadisticos. Patrones de tincion para el estudio de clusterina por Inmunohistoquimica.

% % % % %
Espermatoz. | Espermatoz. Espermatoz. | Espermatoz. Espermatoz. Expresion
que no que con tincién con tincion con tincién de
presentan presentan en en toda su en pieza clusterina
tincion para | tincion para Acrosoma superficie intermedia qRT-PCR
clusterina clusterina y cola. (deltact)
(Inmunohist) | (Inmunohist) | (Inmunohist) | (Inmunohist) | (Inmunohist)
N Validos 126 126 126 126 126 113
Perdidos 0 0 0 0 0 13
Media 39,17 61,11 19,80 12,85 28,48 11,2277
Mediana 36,50 64,00 19,00 10,00 26,00 11,14
Moda 30 (a) 50 (a) 13 (a) 6 (a) 17 12,19 (a)
Desv. tip. 19,76 19,42 13,79 10,52 16,60 1,29
Varianza 390,54 377,33 190,35 110,76 275,67 1,67
Minimo 3 4 0 0 1 8,15
Méximo 96 96 69 65 87 14,44
Percentiles 25 23,00 46,75 9,00 6,00 16,75 10,23
50 36,50 64,00 19,00 10,00 26,00 11,14
75 55,00 77,00 26,25 17,25 37,00 12,19

(a) Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.

En las graficas 7-11 que se presentan a continuacién, se representan los
valores de cada individuo en cada uno de los grupos de estudio para el estudio por
inmunohistoquimica. Se han representado: la expresidon de clusterina en el
espermatozoide, es decir, porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina
sin evaluar la localizacién (grafica 10), la variable porcentaje de tincion localizada
en acrosoma (grafica 7,) pieza intermedia y cola (grafica 8) y la tincién en toda la
superficie del espermatozoide (grafica 9). Por encima de la linea que representa la
mediana (linea horizontal roja), valor tomado como referencia para reconvertir las

variables en dicotdmicas, estan las muestras con mas expresion de clusterina y por
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debajo de la linea estdn las muestras con un valor de expresidon menor a la
mediana de la poblacidn. En la grafica 11, se muestra la distribucion de la expresion
de clusterina medida mediante la técnica de gRT-PCR, en cuya representacion las
muestras con valores por encima de la mediana, van a ser aquellas que presenten
menor clusterina. Como hemos explicado antes, los valores de delta-ct
representados son inversamente proporcionales a la cantidad de clusterina de cada
muestra, por tanto, los valores que quedan por debajo de la linea de la mediana
seran las muestras con mas expresion. Igualmente ha sido el valor de la mediana,
el tomado como referencia en el estudio estadistico para reconvertir estas variables

a dicotdmicas.
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Grafica 7: Tincion de clusterina localizada en acrosoma del espermatozoide

para toda la poblacion de estudio (grupo control y grupo de pacientes).
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Grafica 8: Tincion de clusterina localizada en la pieza intermedia y cola del

espermatozoide para toda la poblacion de estudio (grupo control y grupo

de pacientes).
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Grafica 9: Tincion de clusterina

localizada en toda

la superficie del

espermatozoide para toda la poblaciéon de estudio (grupo control y grupo

de pacientes).
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Grafica 10: Expresion de clusterina mediante inmunohistoquimica en el

espermatozoide para toda la poblacion de estudio (grupo control y grupo

de pacientes).
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Grafica 11: Expresion de clusterina mediante qRT-PCR en espermatozoides

para toda la poblacion de estudio (grupo control y grupo de pacientes).
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4. Relacion entre la expresion de clusterina y las variables del

seminograma. Objetivo 2.

A la luz de los resultados anteriores, nuestro siguiente objetivo en este trabajo
fue ver si existia alguna relacién entre las variables obtenidas tras la realizacion de
un seminograma y la expresion de clusterina en el espermatozoide. Para la primera
variable dada por el seminograma, concentracion total de espermatozoides (tabla
9), hemos obtenido una tendencia a la significacién para la tincién localizada en el
acrosoma. Asi una concentracion de espermatozoides menor al valor de referencia,
se asocia con un menor porcentaje de espermatozoides que expresan clusterina
localizada en esta zona. Ademas, hemos visto que pacientes oligozoospérmicos
presentan significativamente un porcentaje mayor de espermatozoides que
expresan clusterina en toda la superficie del espermatozoide (p=0,002). No hemos
encontrado relacion para el resto de patrones de expresion, al igual que para la
expresion de clusterina en el espermatozoide independientemente de la localizacion
estudiada mediante inmunohistoquimica. Tampoco para la expresion de clusterina
medida mediante qRT-PCR.

Tabla 9. Tabla de contingencia. Relacién entre la concentracion total de espermatozoides y la expresion

de clusterina.

B . Concentracién total | \ivel de
Expresion de clusterina de espermatozoides signific.
Expresion | Oligozoosp. Normo (unilateral)
Espermatozoides que expresan tincion Baja 5 57
. . . 0,101
para clusterina. (Inmunohistoquimica)
Alta 11 53
Tincién de clusterina acrosoma del Baja 11 51
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) 0,079
Alta 5 59
Tincién clusterina en toda la superficie .
inci usteri uperfici Baja 5 58
del espermatozoide. 0,002
(Inmunohistoquimica) Alta 14 52
Tincién de clusterina cuello y cola del Baja 5 56
. . . 0,114
espermatozoide. (Inmunohistoquimica !
P ( d ) Alta 11 54
Expresion de clusterina en el Baja 6 51
espermatozoide por gRT-PCR Alta 6 50 0,606
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Para la variable de movilidad espermatica progresiva, obtuvimos que las
muestras astenozoospérmicas presentan un menor porcentaje de espermatozoides
que expresan clusterina independientemente de su localizacion (p=0,033). Si
tenemos en cuenta la localizacion de la proteina, observamos diferencias
significativas para la expresion en acrosoma, de este modo pacientes con movilidad
alterada presentaron una menor expresion (p=0,033). No hemos encontrado
significacion para el resto de patrones, tampoco para el estudio de expresion de la
proteina por gRT-PCR (Tabla 10).

Tabla 10. Tabla de contingencia. Relacidon entre el porcentaje de espermatozoides moviles progresivos y
la expresion de clusterina.

Espermatozoides maviles | el de
Expresion de clusterina progresivos (%) signific.
Expresion | Astenozoosp. Normo (unilateral)
Espermatozoides que expresan tincién Baja 10 52
para clusterina. (Inmunohistoquimica) Alta 3 61 0,033
Tincién de clusterina en el acrosoma del Baja 10 52
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) Alta 3 61 0,033
Tincién clusterina en toda la superficie del Baja 8 52
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) Alta 5 61 0,221
Tincién de clusterina cuello y cola del Baja 5 56
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) Alta 8 57 0,322
Expresion de clusterina en el Baja 5 52
espermatozoide por qRT-PCR Alta 6 50 0,487

Esto estd en consonancia con los resultados de la variable anterior, para
pacientes asteno y oligozoospérmicos. Hemos encontrado una menor expresion de
clusterina localizada en acrosoma. Podemos relacionar, por tanto, la baja expresion
de clusterina en el acrosoma con un seminograma alterado para el valor de
concentracion y de movilidad.

En el estudio de morfologia espermatica, no hemos encontrado relacion
estadisticamente significativa para la expresién génica de clusterina analizada por
gRT-PCR o por inmunohistoquimica. Tampoco hemos encontrado relacidon para los

diferentes patrones de localizacién de la proteina (Tabla 11).
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Tabla 11. Tabla de contingencia. Relacion entre la morfologia espermatica y la expresion de clusterina.

Morfologia espermatica

.z . Nivel de
Expresion de clusterina (%) signific.
Expresion | Teratozoosp. Normo (unilateral)
Espermatozoides que expresan tincién Baja 3 56
para clusterina. (Inmunohistoquimica) 0,492
Alta 2 58
Tincién de clusterina acrosoma del Baja 4 55
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) 0,108
Alta 1 59
Tincién clusterina en toda la superficie )
) Baja 2 54
del espermatozoide. 0,556
(Inmunohistoquimica) Alta 3 60
Tincidon de clusterina cuello y cola del Baja 2 55
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) 0,540
Alta 3 59
Expresion de clusterina en el Baja 3 50
espermatozoide por gRT-PCR 0,491
Alta 2 52
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5. Diferencias en la expresion de clusterina entre los diferentes grupos de

estudio. Objetivo 3.

Para describir si existen diferencias significativas entre el grupo control de
varones fértiles con seminograma normal y el grupo de pacientes que estan en
nuestro programa de fecundacion in vitro, realizamos una comparacion de medias
para cada una de las variables definidas para la expresion de clusterina (Tabla 12).
Como se muestra en la Tabla hay diferencias significativas cuando la clusterina se
expresa en la zona del cuello y cola del espermatozoide y cuando ésta se expresa
localizada en el acrosoma. Para la primera variable, vemos que en el grupo control
aparece una alta expresion estadisticamente significativa. Por el contrario para la
localizacién en el acrosoma la expresién es menor en el grupo control. No hemos
encontrado diferencias estadisticamente significativas para la expresion de
clusterina localizada en toda la superficie del espermatozoide. Tampoco para la
expresion independientemente de la localizacion en el espermatozoide medida por

inmunohistoquimica o por gRT-PCR.

Tabla 12. Tabla de contingencia. Expresion de clusterina comparada para grupo control y grupo de

pacientes.
Expresién de clusterina Grupo de estudio Sngllfllf,ie
Expresion Control Paciente (unilateral)
Espermatozoides que expresan Baja 15 47
tincién para clusterina. 0,191
(Inmunohistoquimica) Alta 21 43
Tincién de clusterina acrosoma del Baja 23 39
espermatozoide. 0,029
(Inmunohistoquimica) Alta 13 51
Tincion clusterina en toda la
superficie del espermatozoide. Baja te 44 0,400
(Inmunohistoquimica) Alta 20 46
Tincién de clusterina cuello y cola Baja 10 51
del espermatozoide. 0,006
(Inmunohistoquimica) Alta 26 39
Expresion de clusterina en el Baja 18 38
espermatozoide por gRT-PCR Alta 18 39 0,555
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Por los resultados obtenidos, nos planteamos estudiar si existirian las
mismas relaciones dividiendo el grupo de pacientes infértiles por cada una de las
alteraciones en el seminograma. Asi, separamos a los pacientes en subgrupos,
atendiendo a la concentracién espermatica alterada, a la movilidad alterada, o a la
morfologia anormal y por Gltimo, un subgrupo formado por pacientes con
seminograma normal. De este modo, el grupo de pacientes con concentracion
alterada englobd varones diagnosticados: O, OAT, OA, OT; el segundo grupo de
pacientes con movilidad alterada estaba formado por varones: A, OA, AT, OAT; el
tercer grupo de pacientes con morfologia alterada, estaba formado por: T, OT, AT,
OAT; y un cuarto grupo de pacientes formado por los normozoospérmicos. Cada

uno de estos subgrupos se comparo con el grupo control.

Al calcular el valor medio en cada subgrupo para las variables de expresion
de clusterina, obtuvimos que varones con concentracién espermatica alterada
presentaban el mayor promedio para la expresion global de clusterina calculada por
gRT-PCR y por inmunohistoquimica (Tabla 13), presentando también un mayor
promedio de espermatozoides con clusterina localizada en toda la superficie del
mismo. El subgrupo de pacientes con morfologia anormal tiene un alto valor medio
de espermatozoides que expresan clusterina en toda la superficie del
espermatozoide, similar al grupo anterior. Varones con movilidad alterada presenta
valores medios para todas las variables. Es sorprendente el alto porcentaje de
expresion en el acrosoma para el subgrupo de pacientes normozoospérmicos pero
infértiles. Por Gltimo, el grupo de controles se mantiene con valores medios para las
variables de expresion proteica, presentando el valor mas elevado en la expresion

intermedia localizada en el cuello y cola.

Tabla 13. Valores medios de expresion de clusterina por subgrupos de pacientes infértiles y grupo de

controles.
% % % %
Espermatoz. Es erniatoz Espermatoz. | Espermatoz. | Expresion
que C(')Dn tincién. con tincién con tincién de
presentan en acrosoma en toda su en pieza clusterina
tincién para (Inmunohist) superficie intermediay | gRT-PCR
clusterina. (Inmunohist) cola. (deltact)
(Inmunohist) (Inmunohist)
OLIGOZOOSP. 74 16 27 32 10,83
GRUPO DE | ASTENOZOOSP. 56 17 11 28 11,35
PAC’IENTES
INFERTILES | TERATOZOOSP. 65 11 28 27 11,84
NORMOZOOSP 57 23 12 22 11,18
GRUPO DE CONTROLES
FERTILES 66 16 11 39 11,35
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Al realizar el estudio estadistico, tomando como referencia el valor de la
mediana para evaluar una alta o baja expresidn de la clusterina, los resultados
estadisticos muestran que el grupo de pacientes con concentracion alterada (O, OA,
OT, OAT) presentan una proporcién de espermatozoides con expresion de clusterina
en toda su superficie mayor que el grupo control, p= 0,024 (Tabla 14). En la
comparativa entre grupo control y pacientes con la movilidad espermatica alterada
(A, OA, AT, OAT), hemos obtenido una relacion estadistica para la expresion global
de clusterina en el espermatozoide mediante inmunohistoquimica (Tabla 15). En
este caso el grupo astenozoospérmico presenta menor expresién que el grupo
control (p=0,033). No obtuvimos ninguna relacién estadistica entre pacientes con
morfologia anormal (T, OT, AT, OAT) y el grupo control (Tabla 16), aunque este
grupo presentara un alto valor medio de espermatozoides que expresan clusterina

en toda la superficie, como se puede observar en la Tabla 13.

Tabla 14. Tabla de contingencia. Expresidn de clusterina comparada para grupo control y grupo de

pacientes con concentracidn espermatica alterada.

Grupos de estudio Nivel de
Expresion de clusterina Expresion | pacientes signific.
oligozoosp. | Controles | (unilateral)
Espermatozoides que expresan tincién Baja 5 15
para clusterina. (Inmunohistoquimica) 0,347
Alta 11 21
Tincién de clusterina acrosoma del Baja 11 23
espermatozoide. 0,496
(Inmunohistoquimica) Alta 5 13
Tincién clusterina en toda la superficie ]
Baja 2 16
del espermatozoide. 0,024
(Inmunohistoquimica) Alta 14 20
Tincion de clusterina cuello y cola del Baja 5 10
espermatozoide. 0,523
(Inmunohistoquimica) Alta 11 26
Expresion de clusterina en el Baja 6 18
espermatozoide por gRT-PCR Alta 6 18 0,630
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Tabla 15. Tabla de contingencia. Expresion de clusterina comparada para grupo control y grupo de

pacientes con movilidad espermatica alterada.

Grupos de estudio Nivel de
Expresion de Clusterina Expresion | pacientes signific.
astenozoosp. | Controles | (unilateral)
Espermatozoides que expresan tincidon Baja 13 15
para clusterina. (Inmunohistoquimica) 0,033
Alta 5 21
Tincion de clusterina acrosoma del Baja 12 23
espermatozoide. 0,544
(Inmunohistoquimica) Alta 6 13
Tincidn clusterina en toda la superficie .
Baja 12 16
del espermatozoide. 0,105
(Inmunohistoquimica) Alta 6 20
Tincion de clusterina cuello y cola del Baja 8 10
espermatozoide. 0,179
(Inmunohistoquimica) Alta 10 26
Expresion de clusterina en el Baja 9 18
espermatozoide por gRT-PCR Alta 6 18 0,367

Tabla 16. Tabla de contingencia. Expresion de clusterina comparada para grupo control y grupo de

pacientes con morfologia espermatica alterada.

Expresion de clusterina Expresion Grupos de estudio Nivel de
Pacientes signific.
teratozoosp. | Controles | (unilateral)

Espermatozoides que expresan tincidon Baja 3 15
para clusterina. (Inmunohistoquimica) Alta 2 21 0,381

Tincién de clusterina acrosoma del Baja 4 23
espermatozoide. 0,436

(Inmunohistoquimica) Alta 1 13

Tincion clusterina en toda la superficie Baja 2 16
del espermatozoide. 0,619

(Inmunohistoquimica) Alta 3 20

Tincién de clusterina cuello y cola del Baja 2 10
espermatozoide. 0,461

(Inmunohistoquimica) Alta 3 26

Expresion de clusterina en el Baja 3 18
espermatozoide por gRT-PCR Alta 2 18 0,524
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Al comparar el grupo de pacientes normozoospérmicos con el grupo control
fértil, hemos encontrado que este grupo de pacientes pertenecientes a nuestro
programa de fecundacion in vitro, y con un seminograma normal, presenta mayor
expresion de clusterina localizada en el acrosoma con respecto al grupo control
(p=0,006). Para la expresion de la proteina localizada en el cuello y cola del
espermatozoide, el resultado fue al contrario, en la muestra de pacientes hubo una

expresidon menor con respecto al grupo control con una p=0,001 (Tabla 17).

Tabla 17. Tabla de contingencia. Expresion de clusterina comparada para grupo control y grupo de

pacientes normozoospérmicos.

Expresién de clusterina Grupos de estudio Nivel de
Pacientes signific.
Expresién | normozoosp. | Controles | (unilateral)
Espermatozoides que expresan tincién Baja 32 15
para clusterina. (Inmunohistoquimica) Alta 30 21 0,230
Tincién de clusterina acrosoma del Baja 22 23
espermatozoide. 0,006
(Inmunohistoquimica) Alta 40 13
Tincién clusterina en toda la superficie Baja 31 16
del espermatozoide. 0,375
(Inmunohistoquimica) Alta 31 20
Tincién de clusterina cuello y cola del Baja 40 10
espermatozoide. 0,001
(Inmunohistoquimica) Alta 22 26
Expresion de clusterina en el Baja 27 18
espermatozoide por gRT-PCR Alta 27 18 0,585
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6. Relacion de la expresion de clusterina y los resultados de un

tratamiento de fecundacion in vitro. Objetivo 4.

Como ultimo objetivo para este trabajo, nos propusimos ver la relacion de la
expresion de clusterina con los resultados obtenidos tras un tratamiento de
fecundacion in vitro. Para ello, tuvimos en cuenta sdlo a nuestro grupo de pacientes
y como variables para reflejar el éxito del tratamiento utilizamos: el porcentaje de
fecundacion de los 6vulos inseminados, la calidad embrionaria de aquellos que
fueron seleccionados para transferirselos a la pareja de nuestros pacientes en la
primera transferencia en fresco durante la realizacion del tratamiento, y por ultimo,

el test de gestacion realizado a los 14 dias post-transferencia.

Para el porcentaje de fecundacidn, definimos como valor de referencia el
estandar de calidad dado por la Sociedad Espafiola de Fertilidad (Moreno et al.,
2012). Asi hablaremos de un valor subdptimo, cuando este esté por debajo de este
valor y, cuando esté por encima, de un porcentaje optimo. Al comparar esta
variable con la expresion de clusterina en el espermatozoide, no obtuvimos

diferencias significativas como se muestra en siguiente Tabla:

Tabla 18. Tabla de contingencia. Relacion entre el porcentaje de fecundacion obtenido tras un

tratamiento de F.I.V y la expresién de clusterina.

Porcentaje de
Expresion de clusterina fecundacién Nivel de
] signific.
Expresion | Sub-6ptima Optima (unilateral)
Espermatozoides que expresan tincién Baja 23 22
. . . 0,256
para clusterina. (Inmunohistoquimica) Alta 18 25
Tincidn de clusterina acrosoma del Baja 15 24
. . ;o 0,125
t (1 hist !
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) Alta 26 23
Tincién clusterina en toda la superficie Baja 25 24
del espermatozoide. 0,237
(Inmunohistoquimica) Alta 16 23
Tincién de clusterina cuello y cola del Baja 21 21
. . . 0,345
t (1 hist !
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) Alta 20 26
Expresion de clusterina en el Baja 15 22
. 0,277
t d RT-PCR !
espermatozoide por q Alta 19 19
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Al estudiar la siguiente variable, la calidad de los embriones transferidos
durante un tratamiento de fecundacion in vitro, se tomaron dos categorias, como
ya se explico en el apartado de material y métodos. En una, los embriones
transferidos (uno o dos) eran de buena calidad (tipo A y/o B, segun la clasificacion
Asebir) y en otra, los embriones transferidos eran de cualquier otra calidad. No
obtuvimos relacidon estadisticamente significativa para esta variable y la expresion
de clusterina en los espermatozoides de los varones sometidos al tratamiento,

estudiada tanto por inmunohistoquimica como por gRT-PCR.

Tabla 19. Tabla de contingencia. Relacién entre la calidad de los embriones transferidos en un

tratamiento de F.I.V. y la expresién de clusterina.

Calidad de los embriones
L . transferidos
Expresion de clusterina Embriones Embriones | Nivel de
transferidos de | transferidos | signific.
Expresion | otra calidad Ay/oB (unilateral)
Espermatozoides que expresan .
Baja 24 15
tincion para clusterina. 0,375
(Inmunohistoquimica) Alta 27 13
Tincién de clusterina acrosoma del .
Baja 21 13
espermatozoide. 0,415
(Inmunohistoquimica) Alta 30 15
Tincién clusterina en toda la .
Baja 26 17
superficie del espermatozoide. 0,277
(Inmunohistoquimica) Alta 25 11
Tincion de clusterina cuello y cola
y Baja 26 11
del espermatozoide. 0,224
(Inmunohistoquimica) Alta 25 17
Expresion de clusterina en el Baja 19 15
espermatozoide por gRT-PCR 0,205
Alta 22 10

Por ultimo, al relacionar el resultado del test de gestacién realizado tras el
tratamiento F.I.V con la expresion de nuestra proteina, obtuvimos que una alta
expresion de clusterina localizada en el acrosoma esta relacionada con un test de
gestacidén negativo, por lo que se relaciona también con un fracaso del tratamiento,
p=0,012 (Tabla 20). Para el estudio de expresion génica mediante el uso de la
técnica gRT-PCR, una mayor expresion de clusterina en el espermatozoide esta
relacionado con un test de gestacion negativo, p=0,041. Para el resto de variables
establecidas en el estudio de expresion proteica no obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas. Por lo que podemos concluir que una alta expresion

génica de clusterina y/o la localizacién en el acrosoma predeterminan fracaso en un
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tratamiento de fecundacidn in vitro.

Tabla 20. Tabla de contingencia. Relacion entre el test de gestacion obtenido tras el tratamiento de

F.I.V. y la expresion de clusterina.

.. . L. Nivel de
Expresion de clusterina Test de gestacion signific.
Expresion Negativo Positivo (unilateral)
Espermatozoides que expresan tincién Baja 23 15
para clusterina. (Inmunohistoquimica) 0,685
Alta 27 13
Tincién de clusterina acrosoma del Baja 16 18
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) 0,012
Alta 34 10
Tincion clusterina en toda la superficie
P Baja 26 16
del espermatozoide. 0,841
(Inmunohistoquimica) Alta 24 12
Tincién de clusterina cuello y cola del Baja 21 15
espermatozoide. (Inmunohistoquimica) 0,455
Alta 29 13
Expresion de clusterina en el Baja 17 15
espermatozoide por gRT-PCR 0,041
Alta 26 8

Finalmente se realiz6 el analisis de regresion logistica multivariante tomando
como variable dependiente el resultado del test de gestacion positivo, que
confirmaron los resultados anteriores. Asi un test de gestacion positivo se relaciona
con una baja expresién de clusterina en el acrosoma con un OR de 14,8 siendo el
intervalo de confianza (IC) al 95% entre 2,78 y 79,3. Igualmente, el éxito del
tratamiento se relaciona con baja expresiéon de clusterina medido por gRT-PCR con

un OR de 10, 85, para el cual el IC esta entre los valores 2,05 y 57,43.

Tabla 21: Andlisis de regresién logistica multivariante, variable dependiente: Test de gestacién positivo.

I.C. 95,0%
para EXP(B)

Sig. Odds

(0) Ratio Inferior | Superior

Tincion de clusterina acrosoma
del espermatozoide. 2,698 | 0,002 14,847 2,780 79,305
(Inmunohistoquimica)*

Expresion de clusterina en el

espormatozoide por qRT-pCR* | 2384 | 0,005 | 10,851 | 2,050 | 57,432

* Referencia de las variables independientes dicotdmicas: baja expresion.
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DISCUSION
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1. Localizacion y expresion de clusterina en el espermatozoide.

Después de los resultados obtenidos, podemos afirmar la presencia de
clusterina en el espermatozoide. Ademas presenta una localizacién variable que
puede distribuirse por toda la superficie del espermatozoide, en la zona del
acrosoma o con una distribucion intermedia en cola y cuello, tal y como hemos
demostrado mediante inmunohistoquimica y en consonancia con lo publicado por
diferentes grupos (Sylvester et al., 1991; O Bryan et al.,, 1994; Jones y Jomary,
2002).

Durante la espermatogénesis, en un primer momento, la clusterina
secretada por las células de Sertoli y por el epididimo, se une al espermatozoide
inmaduro en toda la superficie. Se creia que posteriormente, mientras se concluia
el proceso de maduracién, la proteina iba cambiando su localizacién y ya, en el

espermatozoide maduro se localizaba en la zona del acrosoma.

Recientemente y durante el desarrollo de este estudio, el grupo de Han
(2012) ha descrito que cuando el espermatozoide completa su madurez, comienza
a sintetizar una proteina propia, secretada y localizada en el acrosoma,
concretamente, en la region post-acrosomal del espermatozoide normal y que
forma parte del pool/ de proteinas que es capaz de sintetizar el propio
espermatozoide, a través del complejo ribosomal de sus mitocondrias, una vez que
ha alcanzado su madurez. Concepto que hemos revalidado con nuestros resultados
obtenidos por gRT-PCR, donde también hemos obtenido una expresiéon de clusterina

por el propio espermatozoide variable.

De este modo, la expresion de clusterina en toda la superficie del
espermatozoide representa a los espermatozoides inmaduros. Por el contrario, la
expresion localizada en el acrosoma deberia pertenecer a la proteina secretada,
sintetizada por el propio espermatozoide maduro. Esta localizacidén se relaciona con
el proceso molecular de la reaccion acrosomica y en ultimo término, con la
fertilizacion de un odvulo (Atlas-White et al., 2000). Tal vez entonces, cuando la
expresion de la proteina esta en la zona intermedia o en la cola, podria pertenecer

a estadios intermedios de madurez.

Incluir el estudio de expresion génica mediante gRT-PCR nos ha ayudado a
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estudiar la proteina sintetizada Unicamente por el espermatozoide. Los patrones de
expresion encontrados en el espermatozoide por inmunohistoquimica nos
demuestran la presencia de una proteina citoplasmatica y de secrecion, procedente
de las células de Sertoli y/o del epididimo en el espermatozoide inmaduro, o
sintetizada por él cuando llega a su madurez. Mediante la técnica de gRT-PCR,

hemos obtenido expresidon de clusterina sintetizada por el propio espermatozoide.

No hemos encontrado tincidon localizada en el nlcleo de la célula, que
corresponderia a la isoforma nuclear (nCLU), en ninguna de las muestras, esto hace
que casi la totalidad de la proteina expresada por el espermatozoide sea la forma
secretada. Hay trabajos donde se ha descrito que no existe expresion de esta
Gltima isoforma en el espermatozoide normal de muestras de varones fértiles (Han
et al.,, 2012). Aunque en diferentes situaciones patoldgicas, como el Alzheimer
(Calero et al., 2005; Wu et al., 2012) o distintos tipos de cancer (Xie et al., 2002;
Califice et al., 2004; Kang et al., 2004; Cao et al., 2005; Redondo et al., 2006,
2007 y 2009; Aigelsreiter et al., 2009), se produce una sobre-expresion de la
isoforma nuclear en diferentes tipos de células, el Unico estudio que menciona la
existencia de expresion en el espermatozoide, entendiendo cémo situacion
patoldgica la infertilidad, es el publicado por Thacker et al. (2011), que comparé el
perfil proteico entre el esperma de hombres fértiles e infértiles utilizando
electroforesis en gel y espectrometria de masas MALDI-TOF. Evalud cuatro proteinas
en cuatro pacientes, siendo sélo un paciente oligoastenozoospérmico y los otros
tres normales, encontrando en el primero mayor expresion de isoforma nuclear de

la clusterina.

Es clave el estudio de la localizacién de la clusterina en el espermatozoide
para entender su papel en la fertilidad masculina. Aunque a priori la localizacidén de
clusterina es un indicador de un buen ensamblaje del acrosoma (O Bryan et al.,
1994) y de una morfologia normal (Han et al., 2012), aumento en el porcentaje de
espermatozoides que expresan clusterina en toda su superficie dentro de un
eyaculado podria representar una defectuosa espermatogénesis y seria un
marcador de alteraciones en el seminograma. Esto estaria favoreciendo la adhesién

espermatica y, por tanto, limitando su movilidad.

Es posible que la funcidn de adhesion de la clusterina en el espermatozoide
sea mas dominante que su funcién de supervivencia o su papel en el proceso de
fecundacion. Esta afirmacidon se apoya en la alta presencia de clusterina detectada

en los agregados y aglutinados de espermatozoides, en los que se observan
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numerosos espermatozoides positivos en toda su superficie para la proteina, tal y
como se observa en la Imagen 9. Ya sabemos que esos agregados estan formados
en su mayoria por espermatozoides defectuosos (Carlsson et al.,, 2004) vy
morfolédgicamente anormales (Ibrahim et al., 2000). Al estar insertados en estos
agregados, no seran espermatozoides que lleguen a fecundar un évulo. En esta
situacién, la funcion agregante de la clusterina secretada tiene un papel
fundamental, pudiendo actuar ademas como un marcador inicial de apoptosis

celular para estos espermatozoides no aptos para la fertilidad.
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2. Relacion entre la expresion de clusterina y las variables del

seminograma.

Al realizar el estudio comparativo de la expresién de clusterina con las
variables dadas por el seminograma (concentracién, movilidad y morfologia) en
pacientes con una concentracidon espermatica alterada, encontramos un elevado
nivel de expresion de clusterina expresada en toda la superficie del
espermatozoide, de acuerdo con lo publicado en 1994 por el grupo de O’ Bryan,
siendo en su mayoria espermatozoides que aun no han finalizado su proceso
madurativo. Hemos encontrado ademas una tendencia a la significacién para la
expresidon en acrosoma, viendo que hay una menor expresidon en pacientes
oligozoospérmicos para esta localizacion. No hemos encontrado diferencias
estadisticas para la expresidn de clusterina mediante RT-PCR, aunque el valor

medio para estos pacientes sea el que representa una expresion mayor (Tabla 13).

Para el grupo de pacientes astenozoospérmicos, el nivel de expresion de la
proteina es generalmente menor. Evaluando los patrones de expresion que hemos
obtenido para la localizaciéon de la proteina mediante inmunohistoquimica, en este

grupo hay menor expresion significativa en la posicidon acrosémica.

Para pacientes con alteracién en la morfologia, el promedio de espermatozoides
que tienen clusterina en toda su superficie presenta valores altos y similares a los
pacientes oligozoospérmicos (Tabla 13), demostrando esta tendencia el aumento de
esta expresién en seminogramas alterados. Sin embargo, el analisis estadistico no
demostré diferencias respecto al grupo normal para esta variable del seminograma.
Tampoco obtuvimos ninguna diferencia estadistica para el resto de variables de
expresion proteica. Estos resultados podrian ser debidos a que este grupo de

pacientes era el mas reducido del estudio (5 pacientes).

En general, no hemos obtenido evidencia estadistica para la expresién global
de la proteina sin evaluar en qué zona del espermatozoide se expresa, ni por el
estudio mediante inmunohistoquimica, ni por el estudio de expresién génica por
gRT-PCR entre varones normales y aquellos que presentaban alguna alteracion en
su seminograma. AlUn asi, como vemos en la Tabla 13, el grupo de pacientes que
presenta una mayor expresion de clusterina medida por gRT-PCR es el de varones

con alteracion en la concentracion espermatica. Se puede sugerir que medir la
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expresion de clusterina global en espermatozoide, sin diferenciar su localizacidén en
la célula para estudiar la relacion entre la expresion de clusterina y las variables del
seminograma con técnicas de inmunohistoquimica o por gRT-PCR, no resulta
concluyente, si no se tiene en cuenta ademas donde se esta expresando. Es decir,

es necesario tener en cuenta la localizacion de la clusterina en el espermatozoide.

Nuestro estudio afirma que muestras astenozoospérmicas y
oligozoospérmicas presentan una menor expresion de clusterina en el acrosoma.
Ademas en pacientes oligozoospérmicos existe una mayor proporcion de
espermatozoides que presentan la proteina en toda su superficie en comparacion a
muestras normales. De este modo, una menor expresion de clusterina localizada en
el acrosoma estd relacionada con una alteracion en el seminograma para la
concentracion y la movilidad espermatica (Tablas 9 y 10). Mientras que aumentos
en la expresion de clusterina en toda la superficie del espermatozoide se relaciona
con un seminograma alterado para la concentracion espermatica, segin nuestros
resultados (Tabla 9).

Que existiese una expresion de clusterina diferente en muestra de esperma
alterada se describié ya en el afio 2000, aunque en modelos animales. Ibrahim
presentd un estudio mediante citometria de flujo en espermatozoides de toro,
donde una marcacion positiva para clusterina se correlacionaba inversamente con la
movilidad espermatica y la morfologia (Ibrahim et al., 2000). En un estudio
posterior, realizado sobre espermatozoides de carnero, se concluyé que en
espermatozoides anormales por espermatogénesis defectuosa en aislamiento
escrotal, se producia un aumento de presencia de clusterina que podria ser un
marcador de un eyaculado pobre. Aunque en ninguno de los estudios se tuvo en
cuenta la localizacion de la proteina, solo la presencia de la misma (Ibrahim et al.,
2001).

En humanos se han realizado diferentes estudios sobre la expresion de
clusterina. Asi el grupo de Martinez-Heredia en 2008 realizé un interesante trabajo,
con el fin de encontrar marcadores de expresion proteica en varones, tedricamente
infértiles, que presentaban un seminograma alterado. En concreto, compard
varones normales para el seminograma (donantes de semen), con pacientes con
una astenozoospermia diagnosticada. Realizd un estudio de 101 proteinas
relacionadas con alguna funcién del espermatozoide, como la espermatogénesis, el
movimiento e, incluso, el proceso de fecundacién en su unidn al évulo. Este estudio

se realizd6 mediante espectrometria de masas, y de acuerdo con los resultados del
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analisis, de todas las proteinas en estudio, se agruparon a 17 como aquellas que
bien aumentaban o disminuian su expresion. Al comparar el grupo de donantes con
el de pacientes con movilidad espermatica alterada, concluyeron que existe una
diferente expresidn proteica para varones infértiles. Para el caso de la proteina
clusterina, detectaron un aumento de expresion en pacientes con seminograma

alterado.

Si tenemos en cuenta la localizacion de la expresion de la proteina, los
anteriores resultados no se corresponden totalmente con los nuestros. Nosotros
hemos obtenido una menor expresion de clusterina en acrosoma en pacientes
asteno y oligozoospérmicos, posiblemente porque esta localizacion esta relacionada
con mejores parametros seminales. Al obtener ademds, un aumento en
espermatozoides que expresan la proteina a lo largo de toda su longitud, en el caso

de pacientes oligozoospérmicos, parece que es clave la localizacién de la proteina.

Zalata et al. (2012) realiz6 un estudio en paralelo al nuestro con 124
hombres, de los cuales 26 eran normozoospérmicos y el resto fueron bien asteno
(A), teratoasteno (TA) u oligoteratoastenozoospermicos (OAT). Encontraron que la
expresion de clusterina fue significativamente mayor en las muestras de semen de
hombres con un seminograma alterado. El estudio fue realizado usando un analisis
de expresion génica por qRT-PCR, encontrandose la mayor expresidon en pacientes

OAT, después en pacientes TA y por ultimo, en pacientes A.

Este resultado se correlaciona en parte con los valores obtenidos por
nosotros, como se expresa en la Tabla 13. El valor mayor de expresion de
clusterina, medido por gRT-PCR, es el del grupo de pacientes con concentracion
alterada, en nuestro caso hemos englobado a pacientes O, OA, OT y OAT. Aunque
no hemos tenido evidencias estadisticas para definir una expresion diferencial entre
varones con alteracién en la concentracion, la movilidad y la morfologia para el

seminograma.

Este grupo ademas describié una correlacion positiva entre la morfologia
alterada y un aumento en la fragmentacion del ADN en el espermatozoide y
propone que tal vez un aumento en la expresion de clusterina podria ser un
marcador seminal de estrés oxidativo. Esta propuesta ha sido también apoyada por
Strocchi et al. (2006), en cuyo trabajo se describe que durante el cambio fisioldgico
producido frente a una situacion de estrés se produce un aumento en la expresion

de clusterina, clave para el mantenimiento de la viabilidad celular en su funcién de
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citoproteccidon y de remodelacion tisular (Leskov et al., 2003). También se ha visto
que durante una situacion de choque térmico se produce un aumento de su
expresion (Viard et al., 1999), actuando la forma secretora como una chaperona
para la eliminacion de proteinas defectuosas producidas en situaciones de estrés

celular.

Generalmente, clusterina estd relacionada con la prevencidon de la
precipitacion de proteinas, la aglutinacion de los espermatozoides y el control de la
lisis inducida por el complemento de esperma anormal. La clusterina es capaz de
proteger a la célula de la apoptosis inducida por ROS (radicales de estrés oxidativo)
por su propiedad antioxidante. Cuando las mitocondrias del espermatozoide
producen un exceso de éstos radicales, se produce rapidamente un dano oxidativo
relacionado con una disminucion de la actividad enzimatica de la acrosina por la
peroxidacion de la membrana plasmatica. En esta situacion como sabemos,
ademads, aumenta el grado de fragmentacién del ADN de los espermatozoides,
reduciendo su capacidad fecundante. En esta situacién se ha descrito un aumento

de expresion de clusterina (Sharma et al., 2013).

Aunque se ha publicado que un aumento en la expresién global de clusterina
estd relacionado con un seminograma alterado (Ibrahim et al.,, 2001; Martinez-
Heredia et al., 2008; Zalata et al., 2012), lo cierto es que en nuestros resultados no
hemos obtenido diferencias significativas al medir la expresién de clusterina por
inmunohistoquimica (sin evaluar la localizacion en la célula) o medida mediante
gRT-PCR. Pero, si tenemos en cuenta la zona donde se expresa la clusterina,
observamos un aumento de la expresion de la misma cuando se localiza en toda la
superficie del espermatozoide en pacientes oligozoospérmicos y una reduccion de la
expresion en la zona del acrosoma también en estos pacientes y en

astenozoospérmicos.

Por lo que es interesante estudiar el tipo de isoforma y la localizacién donde
se expresa la clusterina. Aunque puede que a priori un aumento en la expresion
global de clusterina esta relacionado con un seminograma alterado, parece ser que
en cuanto a la localizacién, la expresion de la proteina en toda la superficie del
espermatozoide estad relacionada con un seminograma alterado, mientras que la

localizacidon en el acrosoma se relaciona con muestras de esperma normal.
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3. Diferencias en la expresion de clusterina entre los diferentes grupos de

estudio.

Seguidamente, nos plateamos que tal vez existiera una expresion diferente
para la clusterina entre el grupo control-fértil y el grupo de pacientes sometidos a
tratamientos de reproduccién, aunque entre ellos hubiera pacientes con un
seminograma normal. Observamos la expresion de clusterina para todos los
varones de cada uno de los grupos, pero al comparar los grupos obtuvimos una

menor expresiéon de clusterina en el acrosoma para el grupo de control.

Uno de los objetivos finales de este estudio ha sido que el estudio de
expresion de clusterina fuera un potencial marcador de fertilidad masculina, incluso
para varones que teniendo un seminograma normal no consiguen descendencia. Por
ello separamos en el estudio estadistico, el grupo de pacientes en base a las
patologias o la normalidad segun el resultado del seminograma. Se compararon
todos los subgrupos de pacientes, incluido el de normozoospérmicos, con el grupo
control, observandose que pacientes con alteracion en la concentracidon espermatica
presentan una mayor proporcién de espermatozoides que expresan clusterina en
toda la superficie del espermatozoide que el grupo fértil, mientras que varones con
una movilidad alterada presentan, en general, menor expresion de clusterina que
los controles en el estudio por inmunohistoquimica. No hemos obtenido diferencias
para el subgrupo con morfologia alterada al compararlo con varones fértiles,
aunque se trata del grupo mas reducido de pacientes del estudio. Y finalmente,
para el subgrupo de pacientes infértiles pero normales para el seminograma,
obtuvimos un resultado muy interesante, al presentar una mayor expresion en el
acrosoma que el grupo control. Teniendo en cuenta esto y los resultados obtenidos
hasta el momento, aunque a priori la expresion de clusterina en acrosoma, esta
relacionada con una buena estructura del mismo y se encuentra disminuida su
expresion en muestras oligo y astenozoospérmica, por la proporcién de
espermatozoides andomalos que hay en estas muestras. Una expresiéon muy elevada
en esa zona tampoco beneficia al espermatozoide, siendo posible que bajo esta
circunstancia se favorezca mas su funcién de adhesion celular e impidiendo su

funcidon normal para una buena reaccién acrosémica.

Que exista una expresidn génica distinta entre varones fértiles e infértiles
se lleva estudiando desde principios del 2000. Uno de los primeros trabajos en los

que se compard la expresion proteica del espermatozoide entre pacientes con
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intento fallido de F.I.V y controles fértiles, fue realizado en 2004 por el grupo de
Pixton. En dicho trabajo, las muestra seminales de un paciente y tres donantes se
caracterizaron mediante electroforesis bidimensional. Los resultados revelaron que
las muestras de donantes no presentaban excesiva variabilidad entre ellos, pero si
se diferenciaban bastante, al menos en veinte proteinas, con la muestra del
paciente infértil. Sobretodo dos proteinas se detectaron de forma mas intensa en la
muestra del paciente infértil, una fue la proteina de secrecién de unién a la actina
(secretory actin-binding protein) y la otra la proteina de fibra densa exterior 2/2
(outer dense fibre protein 2/2). Este caso representa una prueba de que la
protedmica puede ser (til para estudiar los defectos en la funcion espermatica. Pero
debido a que los resultados no fueron muy concluyentes son necesarios mas
estudios para conseguir resultados mas consistentes. Posteriormente, se han
realizado mas estudios buscando procesos moleculares alterados entre varones
fértiles o no, como la actividad enzimatica de la acrosina y su relaciéon con la
penetracion en el 6vulo o moléculas relacionadas con la apoptosis (Said et al.,
2005).

En un trabajo publicado en 2007 por Garcia-Herrero, se enumeraron 27
genes expresados y relacionados con el proceso de espermatogénesis en un grupo
de donantes de semen. De ninguno de ellos se encontré expresion al estudiar a un
grupo de pacientes infértiles con recuento normal. Por otra parte, se identifico un
Unico gen en el grupo infértil, pero no en el grupo control. Este gen codifica para
una proteina de la familia de las histonas H2B, especificas de testiculo (H2B histone
family member W testis-specific o H2BWT). Esta proteina es una histona atipica que
no recluta factores de condensacion de cromosomas y no participa en el ensamblaje
de los cromosomas mitoéticos. Es la primera vez en la que un grupo de investigacion
se plantea que puede existir una expresion génica diferente entre pacientes
normozoospérmicos fértiles y pacientes normales que no consiguen descendencia,

abriendo asi un nuevo campo de estudio en la fertilidad idiopatica masculina.

Por tanto, es muy interesante el Ultimo resultado que hemos obtenido, en
cuanto al grupo de pacientes normozoospérmicos, pero que no consiguen
descendencia. Aunque la expresion de clusterina estd demostrando ser bastante
compleja en el espermatozoide por las diferentes isoformas que presenta y la
diferente localizacion que puede adoptar. Es probable que la expresion en el
acrosoma, en una proporcién adecuada, sea indicativa de un eyaculado normal y
fértil, en base a su funcidn en el correcto ensamblaje del acrosoma. Asi cuando la

expresion se vea disminuida en esta zona serd indicativo de un seminograma
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patoldgico, segun nuestros resultados en eyaculados con concentracién y movilidad
alterada. Pero una expresion demasiado elevada, también indicara déficit en la
fertilidad de un eyaculado, aun con un seminograma normal. Por ejemplo, en los
casos en los que una alta expresion de la proteina pudiera estar potenciando su
funcion de cluster o adhesion celular que no favorecera al espermatozoide en su
movimiento normal hacia la fecundacion de un 6vulo. Como consecuencia, podria
existir una expresion diferente de clusterina en el acrosoma entre varones
aparentemente normales, pero que no consiguen descendencia y aquellos que si la
consiguen. Para que esta conclusion fuera Uutil en el estudio de la infertilidad
masculina idiopatica, se hace necesario establecer un valor de expresién optima,
para lo cual serian necesarios mas estudios comparativos por la variabilidad de los

estudios realizados hasta la fecha.
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4. Relacion de la expresion de clusterina y los resultados de un

tratamiento de fecundacion in vitro.

Al analizar los resultados de los tratamientos in vitro y la expresion de la
proteina, no hemos encontrado diferencias significativas para el porcentaje de
fecundacion de los évulos inseminados. Tampoco en la relacidén entre la calidad de
los embriones transferidos en el tratamiento y la expresion de la clusterina para
ninguna de las técnicas usadas. Pero al evaluar el resultado del tratamiento, hemos
obtenido que tanto un aumento en la expresidén de clusterina en el acrosoma como
un aumento en la expresion de la proteina sintetizada por el propio espermatozoide
(valores de gRT-PCR) estan relacionados con un fracaso en el tratamiento de
fecundacion in vitro. Aunque este Ultimo resultado es muy interesante, creemos

que es precipitado a la vista del resto de resultados y lo expuesto anteriormente.

Una expresion muy elevada en el acrosoma parece que no favorece a la
implantacién del embridén en un tratamiento de fecundacién in vitro, sin embargo no
hemos podido relacionar esta alta expresién con una proporcion de o&vulos
fecundados mas baja, como postuldabamos anteriormente, ya que podria estar
también afectando a la capacidad fértil del espermatozoide. Una expresion elevada
de clusterina medida por gRT-PCR también estd relacionada con el fracaso del
tratamiento. Es cierto que los espermatozoides usados para fecundar los évulos en
el tratamiento de fecundacidn in vitro son previamente seleccionados. Cuando la
muestra del vardon lo permite, sera un espermatozoide lo mas normal posible en
cuanto a morfologia y movilidad, ya que se selecciona uno a uno mediante
observacion bajo microscopio (técnica de microinyeccidon espermatica). Es, por
tanto, dificil sacar conclusiones del estudio por la complejidad de los procesos

implicados.

Hay que tener en cuenta que la expresidn de un gen, por si sbélo, es muy
dificil que explique una situacion tan compleja como es el proceso de la fecundacion
de un dvulo o incluso, la consecucién de un embarazo, ya que los genes y sus
productos interaccionan unos con otros formando amplias redes de interaccion,
rutas metabdlicas o cascada de sefiales para el inicio de un proceso celular. Por lo
que entender un proceso bioldgico completo nos debe llevar al estudio global del
proceso, definiendo un perfil de expresion génica con una interpretacién funcional

que nos ayude a entenderlo. Actualmente el abordaje del estudio de la infertilidad
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masculina se ha orientado hacia la transcriptomica y la protedmica, concluyendo
que en la infertilidad deben de activarse o desactivarse la expresion de distintos

genes (Garcia-Herrero et al., 2010).

Un estudio similar, donde se ha tratado de relacionar la expresion de una
proteina con el resultado de un tratamiento de fecundacion in vitro fue publicado en
2008 por el grupo de Martinez-Conejero. En él, se estudid la relacion de la
expresion de mucina (MUC1) con la tasa de fecundacion tras realizar inseminacion
por ICSI, la calidad de los embriones obtenidos y la tasa de embarazo después del
tratamiento. Comparando los tratamientos de ovodonacion'* con varones infértiles

y donantes de semen, los resultados no dieron lugar a diferencias significativas.

Aunque nuestro estudio presenta un gran numero de muestras y realiza
un estudio comparativo entre varones sin descendencia y fértiles, creemos que se
hace necesario aumentar el nimero de varones estudiados y evaluar la expresion
de la proteina en cada una de las diferentes alteraciones que pueden obtenerse en
un seminograma y sus diferentes combinaciones. Ademas, realizar el estudio en
pacientes cuyas parejas acudan a fecundacién in vitro Unicamente diagnosticadas
por un factor masculino, es decir, sin ninguna alteracion que pueda ser relacionada
con el factor femenino. Seria también interesante que las mujeres sometidas al
tratamiento fuesen menores de 35 afios, para que la respuesta al tratamiento
hormonal y la calidad ovocitaria obtenida sea doptima e, incluso, estudiar ciclos de
ovodonacién para minimizar al maximo la influencia del factor femenino en el

tratamiento.

Es necesario ampliar el estudio mediante técnicas basadas en la protedmica
que nos permitan distinguir las diferentes isoformas de la clusterina y comparar las
proporciones de las mismas entre varones con diferentes defectos en el
seminograma y con fracasos en tratamientos de fecundacién in vitro. Como se ha
hecho visible en los resultados obtenidos, el estudio de expresion génica, no nos ha
ayudado demasiado en las conclusiones del estudio. Tal vez la combinaciéon de
técnicas de protedémica donde podamos medir la proporcion de cada una de las
isoformas de la proteina con técnicas que permitan identificar su localizacion en el
espermatozoide, que como hemos demostrado es clave, nos podra ayudar a
comprender de una forma global cdmo es la expresion de clusterina en el

espermatozoide y su implicacién en la infertilidad. Queda aun camino que recorrer

" Tratamiento donde se usan 6vulos procedentes de una donante, en lugar de los que pueda producir la
propia mujer.
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hasta poder usar la clusterina como un marcador util de infertilidad, como un
potencial biomarcador!® de accién terapéutica, al menos si el estudio de expresidn
se hace de forma independiente, debido a la complejidad de su expresion en esta

célula.

El analisis de expresion génica mediante técnicas mas avanzadas como la
secuenciacion masiva o los arrays del transcriptoma integrando estudios
genomicos, protedmicos y metaboldmicos, que lleven a la elaboracion de perfiles de
expresion génica o protedmicos, serda en un futuro cercano la clave para el
completo estudio molecular del espermatozoide (Hamatani, 2012). En diferentes
circunstancias es muy probable que la infertilidad esté producida por una cascada
metabdlica fallida o por el defecto en la transcripcién de varios genes. Este estudio
global con las herramientas adecuadas para su interpretaciéon permitirda la
identificacion de diferente biomarcadores, identificando posibles dianas para la
actuacion de farmacos (Rahman et al., 2013). Esta linea de investigacion nos dara
toda la informacion para resolver los enigmas actuales sobre la infertilidad
masculina, permitiendo evaluar y tratar al varén con el fin de aumentar la
probabilidad de embarazo y de hijo sano en casa, tras los tratamientos de

fecundacion in vitro.

15 , . ;. . .z ;. . .
Parametros bioldgicos que proveen informacion sobre el estado normal o patoldgico de un individuo.
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Como se ha comentado en el apartado de discusién, aumentar el nimero de
muestras en el grupo de pacientes para cada una de las alteraciones del
seminograma, podria afianzar los resultados obtenidos. Debido a que el diseno
experimental de este trabajo establecié evaluar pacientes durante un periodo de
tiempo determinado, no nos permitid seleccionar previamente los grupos de
varones por patologia en el seminograma. Se realizd el estudio con aquellos
varones que aceptaron participar, que cumplian los requisitos definidos para este
trabajo y que realizaron un tratamiento de fecundacion in vitro durante dicho
periodo. Aun asi este trabajo presenta un elevado nimero de pacientes analizados
y es la primera comparacion realizada entre varones con fertilidad probada y

aquellos que no han conseguido descendencia de forma natural.

Este trabajo pretende ampliar el estudio del factor masculino, comparando la
variabilidad en la expresion de un determinado gen entre distintos varones,
relacionarlo con el diagnostico clasico del seminograma y la capacidad fértil del
varon. Por ese motivo, este estudio parte de muestras completas de eyaculado.
Seria interesante ver si los resultados se equiparan en muestras previamente
capacitadas, método por el cual se seleccionan y capacitan los espermatozoides
moviles de un eyaculado, obteniéndose espermatozoides con una mayor capacidad
fecundante. Pero esto limitaria uno de los objetivos de este estudio que es
diferenciar la expresion de clusterina entre espermatozoides normales y anormales,
ya que el nUmero de espermatozoides anormales en una fraccidon capacitada es

minimo, mayoritariamente para la movilidad espermatica.

Por el disefio del estudio realizado, no hemos podido limitar la influencia del
factor femenino en los resultados del estudio. Con un aumento del nimero de
muestras y la seleccion previa de pacientes que no hayan entrado en un programan
de fecundacion in vitro debido a una causa de esterilidad femenina o con algun tipo
de patologia relacionada, habriamos minimizado este factor de confusién. Factor
que puede ser minimizado a maximo al incluir pacientes con ovocitos donados, pero
esto no es factible en nuestro centro ya que en el periodo de realizacién de este
trabajo, todos los casos susceptibles de entrar en un programa de ovodonacion,
fueron derivados a un centro externo como se indicaba en la guia de reproduccion
asistida del sistema sanitario andaluz. En la actualidad, nuestro centro estd

autorizado para realizar 4 tratamientos al afio.
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El estudio de perfiles genéticos o proteicos que actualmente estd tomando
mucha fuerza en el estudio de la infertilidad masculina, implica tecnologia avanza
como el espectrofotdmetro de masas, el uso microarrays o incluso de secuenciacion
masiva. Tecnologia que requiere una alta formacidén del investigador, ademas del
elevado coste economico. No disponemos de esta tecnologia en nuestro centro. AUn
asi, hemos realizado nuestro estudio con técnicas adecuadas para los objetivos
marcados y hemos contribuido a mejorar el conocimiento sobre el papel que ejerce

la clusterina en el espermatozoide.
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La clusterina se expresa frecuentemente en espermatozoides, donde tiene

un patrén de expresion variable dependiendo de su grado de madurez.

Hemos detectado una nula expresion de clusterina nuclear mediante
inmunohistoquimica, por lo que esta isoforma no debe ejercer una funcién

primordial en el espermatozoide.

Determinadas distribuciones de clusterina en el espermatozoide se

correlacionan con diferentes alteraciones en el seminograma.

Una alta expresién de clusterina en el acrosoma es un signo de bajo éxito
reproductivo, siendo un marcador en pacientes infértiles con seminograma

normal.

La cantidad de clusterina expresada en el espermatozoide no nos informa

sobre alteraciones en el mismo, al contrario que el patron de distribucion.

Tanto una expresion de clusterina en el acrosoma como la expresion génica
de clusterina determinada con la técnica gRT-PCR predice un test de
gestacidon negativo tras un tratamiento de fecundacion in Vvitro,
probablemente la funcién de agregacion espermatica de la clusterina pueda

influir en esta asociacion.
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Anexo I. Certificado de comité de ética.

et it P~ Distrito Sanitario Costa del Sol
Agencia Sanitaria Costa del Sol o el errrabpprlvigkee
PR CONSEJERIA DE SALUD . P SN CONSEJERIA DE SALUD

DICTAMEN FAVORABLE
COMITE ETICA DE INVESTIGACION
COSTA DEL SOL

FRANCISCO RIVAS RUIZ, COMO SECRETARIO DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION COSTA DEL SOL,

CERTIFICA

Que este Comité ha ponderado y evaluado en sesiéon extraordinaria del
Subcomité de Evaluacion Permanente del 17 de febrero de 2012, el proyecto
titulado “Estudio de genes de supervivencia en espermatozoides y relacién con
la tasa de fertilidad”, cuyo Investigador Principal es Maria Luisa Hortas Nieto.

Lo que firmo en Marbella a 17 de febrero de 2012
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Anexo II. Peticion estudio androlégico.

Formulario de solicitud de

el /\oenda sanitaria Costa del Sol seminograma. (Doctor)

B OO CONSELERIA DF IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCALES e

(SEMINOGRMAMA)

Nombre y Apellidos:........neeenscieresssssssssssssnsniess. NHC s
Fecha de nacimiento:..................

Nombre y Apellidos: ...
(pareja/conyuge)

MEDICO:..........ccc..cc............ Motivo de estudio:

Tipo de Estudio:

O CONTROL

O SEMINOGRAMA 13 VEZ 00 SEMINOGRAMA [ CAPACITACION .
POST VASECTOMIA

(incluye CULTIVO) SEGUIMIENTO

Cita previa: Ud debe Solicitar cita en 951 976 776; de 9:00-14:00h lunes a viemnes laborables.

Normas para la recogida de semen:

1. Ud deberd tener una eyaculacion 4 dias antes del dia de la prueba, y no volver a eyacular hasta el dia

de la recogida (nunca superior 3 6 dias), para que sus espermatozoides tengan la mejor vitalidad.

ra

Es recomendable gue orine antes de |a recogida de la muestra.

3. No se lave los genitales con jabén, al menos 6h antes de |a obtencién de la muestra.

4. Debe recoger TODO EL VOLUMEN del eyaculado, ya que puede reducir el contaje de espermatozoides.

5. Recoja muestra EXCLUSIVAMENTE por masturbacion. No debe utilizar preservativos ni métodos como
el coito interrumpido, ya que perderemos alguna parte de la muestra.

6. Utilice inicamente frascos estériles de boca ancha (se dispensan en Farmacias).

7. Una vez recogida la muestra, se tapara el bote inmediatamente.

8. Transportar la muestra inmediatamente al laboratorio, sin dejar que se enfrie, en un maximo de 45 min.
Si Ud vive lejos, puede recoger la muestra en nuestro Hospital. Los espermatozoides se mueren con el
tiempo y las temperaturas extremas; ino lo guarde en la nevera ni lo exponga directamente al sol!. Esto
no es necesario en estudios postvasectomia.

9. Entregara la muestra el dia citado en la Zona de Recogida de Muestras del Laboratorio en la planta baja
del Hospital Costa de Sol, Autovia A-7 km 187, Marbella.

MUY IMPORTANTE:

No seguir estas instrucciones, afectara a los resultados de la calidad del semen

Por favor; rellene estos datos antes de entregar la muestra (A rellenar por el paciente)

Fecha:...........Hora Recogida:.............Hora de entrega:............. Dias de abstinencia:............
éHa tenido algun problema en la recogida?:

Ud declara que la muestra que entrega para su examen es suya:

(Por favor, firme)

Autorizacién de la pareja o terceros para entrega de muestras (deberdn venir identificados con DNI):

El paciente autoriza a con DNI a entregar en su nombre la

muestra en el laboratorio

(Firma del paciente)
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Anexo III. Formulario de historia clinica de reproduccion (software

Doctor).
- CONTROL DE CIGLOS
N de ciclos: I:l_E| [~ Cancelado | Antagonista Forma Antagonista. |Orgafutranf Cetrotide
[~ Agonista Forma Agonista: |S‘ynaref spray’ Procrin [~ ACO  Estradiol: Fechaestrad0: 00000000
FSH: =] A WENOPUR HCG: |OVITRELLE
Adiuvante: =] Fur |ocvoovoooo
) Doctor que
Fecha Dia def cicle tiande oD o edm FSH LH
1. |oarooooon [0 =] [ [ L o o
2. |oooovoooo [0 =] [ [ L [ [
3 |oooooooo  [o =] | | [ o] o
4 |ooonooon [0 [~ | [ [ L o [o
s |oooooooo [0 =] [ [ I o o
6 |oooodo0n [0 =] [ [ L o o
7. Joooovoooo [0 =] [ [ L o [
*Nota: Debe rellenar la fecha y dia de clclo siguientes a Iz Gitima fecha de tratamisnto ;
Fechaestradl: [00/00/0000  Estradio: Foliculo > 12: Dosis teta! FsH. ] [=]
Fechaestrad?: V000000 Estradio2: Foliculo > 14: Folieulo = 17: Dosis tosl L [ ][]
P4: Fecha P4 |00000000 Doctor P:
Descrpcion Puncion: |
HZG: 0070070000 Puncidn: 0070040000

Fecha de Transferencia |00/00/0000 Doctor TE:

Descripcion TE: |

[T Test Gestacidn Evolutiva: |:|_|Z|

Evol Emb. |
Evolucidn de Ciclo FIV:

DATOS DE LABORATORID
e de dvuios. (e de Svulos vitrif).] {Fecha de vitrif Gwulos):[0000/0000  (N® dvuios ICS): {hie cvulos FIY)
e total de fecundados; Metotal de embriones: (N® Ernbriones T) l_ (Calidad embriones T) |

{Dia TE)2-3-5: (N® dfe embriones cong): (Diz cong): (Fecha CONG): 10040040000

Observacionss: |

Muestra de marido

rpo [ (2] [ 15PZ Totsles (Wimi: [ ] SPZ tipo & (Mmi): [ ] SPZ tipo atb (Mmi):
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Anexo IV. Formulario de pruebas de laboratorio clinico: Seminograma
(software S.1.G.L.O)

Marmero Fecha MNHC Crigen Dioctar Servicio

| [HOSPITAL COSTADEL SO | |

MNarmbre Sexo Edad Armbito Frioridad

|

|MDtivu solicitud Diagnéstilcu J | | Ferfiles |

| | [ESPERMIO CULSEM

Prueha Resultado |Detal|e

Andrologia

VOLSP L1 5-5)ml

FRESCO

LICSP

PHESP (7.2-8)

RECSP {15 - 250 b/

SPZA bfral

SPZB bt

SPZC bfral

SPZD

ESPPR bfral

ESPPR% (32-100) %

ESPMO% {40-100) %

MORFOL (4-100) %

EOSINA (58-100) %

DIAG
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Anexo V. Formulario de datos de laboratorio de tratamiento de F.I.V.
(software Lotus).

A Approach - [LABFAV2.APR:1° CICLO AV]

@] Archive Edicién Ver Crear Registro Ventana 1

kil g

= | @ e
ﬁm registro ékh‘.ﬁiseﬁu I I Nuevurng /?}r Buscar | |T0d05 los registros j

12 CICLO FlV\ Aindrologia Y Informe 1\ RESUMEN CICLOS Y\ DATOS TOTALES Y Hoja2 Y Hoja 2 '\ Heia 4y

NH | NOMBRE indicacion Im D. |
. ? comenttransfer
dia+0 Dia+1 transfer Embrioncultiargo
n°lab NfecundadosiCS diatransfer Embrioncongel
Neciclo N°fecundadosFIV Neembriototal NePajuelas
Novulospuncion N°3PN Netransferidos Calidadembrioncongel
Ml N°1PN A
M Lis ICSI
Ve comentdia+1 E
lisado Mo clasif.
D
NeovulosICSI Mnb
MNeovulosFIV Bnb
Blog

iN‘ ovulos vitrificados

Calidadembrionl comentcongel

Calidadembrionll
Calidadembrionlll

| {1 1virr VG vitrif

comentdia+0

JL Approach - [LABAV2.APR-Andrologia]

@]Archwo Edicion Ver Crear Registro Ventana I
oz & ok s e« v ] FEINE e Ee]
M. registro M. disefio ‘ tuevo rea.| Y Buscar | [Todos los registros -]

1RCICLOFIY Y Andrologia '\, Informe 1\, RESUIMEN CICLOS '\ DATOS TOTALES Y Hojs 2\ Hain3 \ Hojs 4}

n°capfiv_A+B/ml

NOMBRE
semenfiv
bioptestefecha1 bioptestefecha?
bioptestedescrip1 bioptestedescrip2
VoL ticuer
n°totfiviml
n°totfiv_A/ml n’muestras1 remuestras?
n°totfiv_A+B/ml n°paj1 Pnai2
n*capfiv/iml
ncap_A/ml
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Anexo VI. Formulario recogida de datos del estudio.

¢ Esta copia de Office no es original. Haga clic aqui para ebtener mds infermacién en linea,

@] Archivo Edicion  Ver [Insertar Formato Hemamientas Datos Ventana I

RN T BRI REN -2 (A e A R Y N Y Y | o) LY | S0 N E S

: 3 1 o Office Live | Abrir~ | Guardar - !
[E - %

A [ BIc[DJE[F[G[HIITJTK[L[M[N[o[P[a[R[s[TIu[Vv w|[x[Y] z

| An [ AB | AC

1
|2 |cw
3] DATOS TRATAMIENTO FIV DATOS SEMINOGRAMA ESTUDIO INMUNOHI STOQUIMICA

o
s

& & 2
§ £ 888

R N R R e e R R

ESTUDIO POR qRT-PCR

et
% A
®

22
W 4+ w|\ Hojal { Hoja2 / Hoja3 / [«] n,
{ Dibuio~ L | Autoformas~  w [ 1 ol £ G (& | S - A~
Listo
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Anexo VII. Curvas patron.

A. Curva patron para clusterina.

7 € A

New Open Save

B .

Profile  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

e O @& W

Settings Progres:

i(hannets

Cycling AGreen 7 Melt A.Green |

| 7 Raw Channel i{"‘C}-{.Eng A.Gleen} Page: clusterina
110

100

90

80

@ =
= =1

2z

Fluorescence

=
=

30

20

Adjust Scale... Autu-Sca\e! DelaultScaIel Dpliunsi clusterina ';

Curva melting

ne Q Series Software VIRTUAL MODE - curva patron clus

File Analysis Run Gain View Window Help

@ed il

Mew Open Save | Start Pause Stop

na 2012 11 22

View L.? C‘j 7 B Iy ]

Settings Progress Profile  Temp. Samples An‘alysis Reports  Arrange

J Channels 7 Cycling A.Green ./ Melt A.Green

X Melt Curve Analysis - Melt A.Green (clusterina) [=] | 82 | "\ Standard Curve - Cycling A.Green (clusterina)
s 24 Cycling A.Green (clusterina))
Reports... Results | Genotypes... R=0,98024
23 RA2=0 95085
. : : : M=-3,049
30 20 B-5,395
E fficiency:
18
16
- 20
e 14
-1
12
10
10
&
o g ; T &
pl 0 75 30
Y
Concentration
Adjust Scale Auto-Scale
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B. Curva patron para 18S ribosomico.

New Open Save ause Stap Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysic Reports Amange
Channels |7 Cycling A.Green . Melt A.Green
Raw Channel (Cycling A.Green) Page: ib
110 2
%5
100 by
2
5 4 2
a0
g 3
2
e
70 T
z 35
£ 60+ 36
o
] 7
g 50 38
= e
40 40
/ 41
10 42
43
20 44
45
10 45
47
G : (g
é?i 5 10 15 20 25 30 3 4 r
L ' . Lyci _ BarkOn | BarkOf
Adjust Soale... | Auto-Scale) Default Scale| Options| |ib - _ MamedOn | AlOn | AlOHK i
2 % Edit Samples... |

Curva melting

e Q Series Software VIRTUAL MODE - curvapatron 18sRIB
Analysis

O H

MNew Open Save

File Bun  Gain View Window Help

v & O

Channels 7 Cycling A.Green Melt A.Green

¥ B & B H 5.

Settings Progress  Profile Te‘mp. Samples Analysis Reports Armange

£ Melt Curve Analysis - Melt A.Green (rib)
8 g

Results Genotypes...

E=EE

Reports...

75

Adjust Scale Auto-Scale

% Standard Curve - Cycling A.Green (ril
"% Standard C Cycling A.Green (rib) (=]
2% Cycling A.Green (rib):
R=098173
L e S N R#2=0,96380
! =3,311
2 s F B=3,055
Efficiency=1,00
L e e e EEEE R F i
L i = e
Lo i S e R
14
L e S e
L LT L LLCTTCPEERERRRRRRY
B o e
- e S
I e

Concentration
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C. Curva patron para GADPH.

§ Analysis-Only Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - AV 2012-11-21 (1) 4
Eile Analysic Gain View Window Help

f‘ H 2 View L? ﬂ"/ 4 Rﬂ FEH | E -

Open Save | Help Settings Profile  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

Channels /7 Cycling A.Green " Melt A.Green

2 Raw Channel (Cycling A.Green) (E=R{E=E =)

110

100
80
80
20
10

0 u 3 3 3 3 3 3

g ) 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Adiust Scale... | Auto-Scale Default Scale) Options| |l -

Fluorescence
Ed z 4 =]

s

Curva melting

i Analysis-Only Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - AV 2012-11-21 (1} 4

File Analysis Gain  Wiew MWindow Help

£ H @ v & ¥ B W B [ [

Open Save | Help | Settings Profile Temp, Samples Analysis Reports Arrange

Channels 17 Cycling AGreen 0 Melt A.Green

—. Melt Curve Analysis - Melt A.Green (GADPH] E .
& | @
Reports... Results Genotypes...

30+

Adjust Scale Auto-5cale
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