CARACTERIZACION Y FUNCION DE LOS miRNAs PRESENTES EN UnB

Universitat Autonoma

ESPERMATOZOIDES DE INDIVIDUOS FERTILES b

INTRODUCCION

Los microRNAs (miRNAS) regulan la expresion génica de numerosos procesos bioldgicos [1-3]. Recientemente se han identificado perfiles
alterados de expresion de miRNAs asociados a diferentes casos de infertilidad masculina [4-7]. Sin embargo, todavia no se ha realizado
una caracterizacion completa del perfil de miRNAs presentes en espermatozoides de individuos fertiles.

OBJETIVOS

Determinar el contenido y la abundancia relativa de los miRNAs presentes en espermatozoides de individuos fertiles. Identificar parejas de
MiRNAs estables. Evaluar el grado de homogeneidad de la poblacion analizada y la existencia de correlacion entre los perfiles de miRNAs
y los parametros seminales y la edad de los individuos. Identificar las funciones biologicas enriquecidas entre los genes diana de los
MiRNAs identificados.

MATERIAL Y METODOS

Analisis de expresion de miRNAs

Real Time
gPCR S
TagMan® Analisis
Array Human de 736
MicroRNA '
A+B Cards MIRNAS
v3.0

Pre-
Muestras de Purificacion Extraccion RT-PCR amplificacion
semen de 10 espermatica RNA (TRIZOL) TagMan® PCR

donantes Somatic Cell + MicroRNA RT TagMan®
fertiles Lysis rDNasel Kit PreAmp
Master Mix

Analisis estadistico Analisis de genes diana
Clasificacion de los valores de Ct: Determined (Ct 15-35), DIANA microT Software: Identificacion de los genes diana de 168
Undetermined (Ct=35) y Unreliable. de los 221 miRNAs presentes en todas las muestras.
Normalizacion mediante método Mean-Centering Restricted.
Analisis estadistico mediante R y HTQPCR considerando los DAVID Bioinformatic Resources: Identificacion de los procesos
MIRNAs presentes (Determined) en los 10 individuos (P- bioldgicos enriquecidos de los genes diana seleccionados (criterio
valor<0.05 con correccion de Bonferroni). de seleccion estricto miTG>19).
RESULTADOS Y DISCUSION S Homogeneidad de la poblaciéon
O Unreliable
Contenido y abundancia relativa de - Un?etermiged El andlisis de correlacion entre muestras reveld resultados
736 miRNAs analizados (Figura 1) = betermine significativos entre todas ellas (rangos rho=0.611-0.932; Figura 2).
« 221 fueron detectados en Figura 2. Correlaciones de las expresion normalizada muestra-muestra.
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No se encontrdé ninguna correlacion entre los niveles de expresion

Los 10 miRNAs con mayor expresion y su funcion asociada se  ye miRNAs y los parametros seminales y/o la edad.

detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Top 10 miRNAs expresados y sus funciones asociadas. Funciones biologicas
MIRNA Media ACt Funcion asociada Se detectaron un total de 2357 genes diana. El andlisis ontoldgico
hsa-miR-34b-3p -7.551  Control ciclo celular mostré un enriquecimiento de procesos bioldgicos relacionados
hsa-miR-375 -6.134  Supresion tumores con el desarrollo y la diferenciacion celular, la morfogénesis y la
hsa-miR-191-5p -6.024  Morfologia espermatica embriogénesis (Tabla 2).
hsa—m!R—19b-3p =328 ReguIaF:Jon cancet Tabla 2. Top 10 procesos bioldgicos.
hsa-miR-200c-3p -5.309  Supresion tumores SRS :
hsa-miR-132-3p -5.138 Progresion ciclo celular Proceso§ biologicos valor Bonferron
hsa-miR-30c-5p -4.940 Diferenciacion osteoblasto y epitelio Regulacion del desarrollo celular 3.1x10*°
hsa-miR-891a 4.625 No determinada Regulacion del destino celular 2.1x108
hsa-miR-30b-5p -4.421  Diferenciacion osteoblasto y epitelio Morfogénesis embrionaria 9.6x10°"
IEEENIEREREC)N  -4.143 No determinada Morfogénesis celular 1.1x10°
_ _ Organizacion de la proyeccion celular 1.3x10°
Parejas de mIRNAs estables Regulacién positiva del proceso de desarrollo 1.5x10-6
Las correlaciones entre miRNAs mostraron 48 parejas de miRNAs WAl CRI=T BRI UETRIITIVI eoTe R ReH I (W ETe ey 2.2x10%®
significativas (rho>0.9). Morfogénesis de la proyeccién celular 2.7x10°6
Las tres parejas mas estables fueron: miR-20a-5p/miR-106a-5p, Morfogénesis del los componentes celulares 3.6x10°6

miR-152/miR-218-5p y miR-512-3p/miR-517a-3p. Morfogénesis de las estructuras celulares 7.8x106

\ y

CONCLUSIONES

* Los espermatozoides humanos presentan un poblacion estable de miRNAs, entre los que se encuentran 48 parejas estables.
« El contenido de miRNAs no esta influenciado por los parametros seminales o la edad de los individuos.
* Los genes diana de los miRNAs identificados estan relacionados con funciones bioldgicas relevantes para la fertilidad humana.
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