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ABSTRACT

Infertility is one of the major health problems affecting humans globally. The aim of this
Master’s Thesis is to detect biological processes and biomarkers that can give rise to male
infertility using bioinformatic approaches. The results obtained show that a set of genes seem
to have a differential expression that could be related to male infertility. We could also detect
the main biological processes in which these genes are involved: immune response,
presentation and processing of antigens, regulation of gene expression and transcription, cell

proliferation, oxide-reduction processes and response to drugs or xenobiotic compounds.

Taken together, bioinformatic analyses are presented as useful tools that support wet

lab experiments and help to discover new clues in the clinical field.

Keywords: Infertility-Bioinformatics-Spermatogenesis-Genomics-Proteomics-Metabolomics-

Transcriptomics-Epigenetics
RESUMEN

La infertilidad es uno de los principales problemas de salud que afecta a los seres
humanos de forma global. En este Trabajo de Fin de Master se han tratado de encontrar, a
través del uso de procedimientos bioinformaticos, procesos biolégicos y potenciales
biomarcadores que puedan explicar por qué se produce la infertilidad masculina. Los
resultados obtenidos muestran un conjunto de genes que parecen tener una expresion
diferencial relacionada con la infertilidad masculina. A través de los analisis realizados también
se han podido conocer los procesos bioldgicos en los que se encuentran implicados dichos
genes: respuesta inmune, presentacion y procesamiento de antigenos, regulacion de la
expresion génica y la transcripcién, proliferacion celular, procesos de o6xido-reduccion y

respuesta a farmacos o compuestos xenobidticos.

Como conclusion, se puede decir que los analisis bioinforméticos constituyen
herramientas interesantes que dan soporte a los experimentos de laboratorio y ayudan a

descubrir nuevos indicios en el campo de la clinica.

Palabras clave: Infertilidad-Bioinformatica-Espermatogénesis-Gendémia-Proteémica-

Metabolémica-Transcriptomica-Epigenética



1. INTRODUCCION

La infertiidad es una enfermedad que se podria denominar como relativamente
comun, ya que afecta a un 15% de las parejas (Agarwal et al., 2015). Se entiende como
infertilidad la imposibilidad de llevar a término un embarazo después de un periodo de 12
meses, 0 mas, manteniendo relaciones sexuales sin proteccion de forma regular (Lindsay &
Vitrikas, 2015). La incidencia de esta enfermedad varia en funcion del sexo: entre el 20-30%
de los casos tiene su origen en el hombre, mientras que en la mujer puede llegar a ocupar un
50% de los mismos; asimismo, puede ocurrir que tenga un caracter compartido, hecho que

sucede en un 20-30% de las ocasiones (Agarwal et al., 2015; Sharlip et al., 2002).

Un paso muy importante que puede ayudar a tener una mejor comprension de las
enfermedades que causan este tipo de desdrdenes es el conocimiento de los factores
genéticos que los propician. Sin embargo, en la infertilidad masculina se puede ver que en
una gran cantidad de casos se consideran las causas idiopaticas, lo que refleja el poco
conocimiento existente relacionado con la formacion del esperma (Ferlin et al., 2007). Por otra
parte, a la hora de realizar la diagnosis se llevan a cabo andlisis de la calidad del esperma
basados en concentracion, motilidad y morfologia. Sin embargo, estos parametros pueden
verse alterados a su vez por otras causas subyacentes, cuyos defectos moleculares
permanecen aun desconocidos (Krausz et al., 2015). Los andlisis que se realizan actualmente
se basan en la forma y funcion de los espermatozoides y para ello es conveniente estudiar la

biologia de las células espermaticas.

1.1. La espermatogénesis

La espermatogénesis tiene lugar en los testiculos, concretamente en los tubulos

seminiferos, y ocurre en tres fases (Figura 1) (Amann, 2008):

1. En la primera fase se parte de una célula diploide indiferenciada que da lugar
a dos espermatogonias: A y B. Las espermatogonias A se replican
constantemente para mantener la poblacion de espermatogonias. Las B, por
su parte, se dividen a través de meiosis dando lugar a espermatozoides.

2. Los espermatozoides pasan a ser espermatocitos, que a través de dos
divisiones meidticas consecutivas dan lugar a espermatidas haploides.

3. En el ultimo paso se produce la espermiogénesis: cambios en las espermétidas

a nivel celular que dan lugar a los espermatozoides maduros (Neto et al., 2016).
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Figura 1. Fases de maduracidon de los espermatozoides. El proceso de maduracion consta de las siguientes etapas:

.‘

comienzo de la espermatogénesis en el testiculo a partir de las espermatogonias, maduraciéon epididimal,
combinacion con el fluido seminal y finalizacion de la maduracion en el tracto femenino (Jodar et al., 2017).

Algunos de los cambios remarcables que se producen durante la espermiogénesis son
la formacidn del acrosoma (con las enzimas necesarias para que se produzca la fecundacion)
y la cola. En lo que al exceso de citoplasma respecta, una parte se elimina en forma de
cuerpos residuales y otra parte se almacena en el cuello para ser eliminado posteriormente
durante la fase final de la maduracién (Cooper, 2005). Las espermatogonias resultantes de
estos procesos de diferenciacion son todavia unas células germinales inmaduras, incapaces
de fertilizar un oocito por si mismas. Para que adquieran esa capacidad (adquiriendo por lo
tanto movilidad y potencial fertilizante), es necesario que transcurran una o dos semanas
avanzando en el transito por el epididimo hasta llegar al tracto femenino (Figura 1) (Jodar et
al., 2017).

Las células epiteliales del epididimo secretan epididisomas, vesiculas que interactian
con el esperma originando cambios en su superficie y en la adquisicibn de nuevos
componentes celulares (proteinas y ARNs) (Sullivan et al., 2005). Estos cambios son los que
contribuyen, entre otros factores nombrados anteriormente, a la adquisicion por parte de los

espermatozoides de motilidad y potencial de fecundacion, asi como la capacidad de transferir
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informacion epigenética translacional (Atala, 2015; Sharma et al., 2016). En el epididimo,
ademas de llevarse a cabo estas etapas de maduracion, también se provee a las células
espermaticas de un microambiente que permite que dichas células permanezcan en estado
quiescente durante su almacenamiento en el epididimo, evitando asi una maduracién

temprana (Acott et al., 1984).

Las dltimas etapas de la maduracion del esperma ocurren en el interior del tracto
femenino. Justo después de la eyaculacion, los espermatozoides se exponen a distintas
secreciones vaginales que inician el proceso de capacitacién. Durante la capacitacion, el
esperma vuelve a sufrir modificaciones en su superficie, perdiendo de esta forma la membrana
especifica proteica (Travis et al., 2002). Es conveniente sefialar que alteraciones del esperma
en algunas de las fases de maduracion citadas pueden deberse no solo a algun factor
intrinseco al organismo del hombre, sino que también pueden estar provocadas por

sustancias exdégenas como toxinas, alcohol o tabaco (Lindsay & Vitrikas, 2015).

1.2. Tipos de esterilidad e infertilidad

Tanto en hombres como en mujeres podemos encontrar dos tipos de esterilidad:
primaria y secundaria. La primaria es aquella que afecta a la estructura de las células
germinales o su fisiologia, lo que provoca la parada del desarrollo de dichas células y en ultima
instancia, su muerte. La secundaria, en cambio, surge a partir de defectos genéticos, incluidos
los que se refieren al desarrollo, al sistema endocrino o a defectos metabdlicos (Zorrilla &
Yatsenko, 2013). De la misma manera, se pueden observar dos tipos de infertilidad siguiendo
el mismo criterio: primaria y secundaria. La primaria se produce cuando no se ha podido lograr
el embarazo y la secundaria cuando si que ha sido posible que este ocurra en el pasado al

menos una vez, pero no en la actualidad (Poongothai et al., 2009).

Como se puede observar, hasta ahora la evaluacion de la infertilidad masculina esta
limitada a analizar los parametros del esperma antes mencionados (concentracion,
morfologia, movilidad y vitalidad, entre otros). Aunque dichos parametros pueden ayudar con
el tratamiento, en algunos casos tienen un valor predictivo muy bajo en lo que al embarazo se
refiere. Este hecho indica que conviene estudiar el desarrollo de nuevos biomarcadores que
mejoren el valor predictivo de los ya existentes. Algunas de las técnicas que nos pueden
ayudar a ello son las denominadas tecnologias “-6micas” de alta resolucion como la
protedmica, la genémica y la metabolémica, entre otras (Jodar et al., 2017). Dichas disciplinas
aplican técnicas como los SNP (Single Nucleotide Polymorphism) arrays y las de NGS (Next

Generation Sequencing), que aportan una gran cantidad de datos sobre distintas variantes
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(Krausz et al., 2015). Ademas, estas técnicas no solo ayudan a mejorar el valor predictivo a
la hora de que se produzca el embarazo (de cara a saber cémo influye la enfermedad o
enfermedades que parecen imposibilitar dicho embarazo), sino que también lo hacen en el
momento de realizar un diagndstico, ya que, como se ha comentado antes, en una buena
parte de los casos las causas permanecen desconocidas (infertilidad idiopatica) (Figura 2)
(Poongothai et al., 2009).

Trastornos del
pene; 10%

Idiopatica; 25% Fallo testicular;
0,

9%

Otros; 7%

Criptorquidismo;

6%

Varicocele; 37%
Figura 2. Distribucion de las causas conocidas de infertilidad masculina: el 37% se atribuye a varicocele, el 25% a
causas idiopaticas, el 10% a enfermedades que afectan al pene el 9% a fallos testiculares, tanto las obstrucciones
de los conductos como el criptorquidismo tienen un 6%, y el resto de causas con un porcentaje menor copan el
7% (adaptado de Poongothai et al., 2009).

Pese a las presentes limitaciones, las causas de infertilidad conocidas hasta la fecha
son numerosas y pueden ser agrupadas en varias categorias, asociadas con factores
genéticos y no genéticos (Poongothai et al., 2009) (Figura 3).

Trastornos cromosoémicos
(microdeleciones del cromosoma Y)

Mutaciones en el ADN mitocondrial

Trastornos monogénicos

W Causas genéticas

Trastornos multifactoriales

Figura 3. Algunas causas conocidas asociadas a infertilidad masculina. Fundamentalmente se consideran dos

tipos de causas: genéticas (en azul) y no genéticas (se muestran en amarillo). Dentro de las genéticas
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encontramos: trastornos cromosémicos, mutaciones en el ADN mitocondrial, trastornos monogénicos y trastornos
multifactoriales; para las causas no genéticas tenemos las siguientes: factores ambientales, exposicion a quimicos,
cirugia, varicocele, impotencia, hipogonadismo hipogonadotréfico y procesos hormonales (adaptado de
Poongothai et al., 2009).

Teniendo en cuenta la cantidad de factores que intervienen en la infertilidad (genéticos,
epigenéticos y ambientales) es facil llegar a la conclusion de que un enfoque reduccionista no
parece la clave para llegar a la(s) causa(s) ultima(s) que provoca(n) la enfermedad. Es ahi
donde entran en juego las “-6micas”, disciplinas antes mencionadas, con un enfoque mas
global, y que parece que pueden ayudar a avanzar mas rapida y eficazmente en la busqueda
de respuestas.

El comienzo de la aplicacion de estas disciplinas al estudio de la infertilidad se remonta
a la finalizacion del proyecto “Genoma Humano”, gracias al cual se incrementé el nimero de
trabajos que identificaban genes que se expresaban en los testiculos y que, por tanto, estaban
implicados en la espermatogénesis, asi como de las variantes de dichos genes asociadas a
la infertilidad (Figura 4) (Carrell et al., 2016).
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Figura 4. Incremento del nimero de publicaciones “-émicas” durante los Ultimos 50 afios. Se muestra el nimero
de citas registradas en PubMed, asi como los principales hitos en las diferentes disciplinas: protedmica (rojo),

epigenomica (verde) y gendmica (azul) (Carrell et al., 2016).

Por ejemplo, en 2007 se llevaron a cabo analisis de SNPs (Single Nucleotide

Polymorphisms) en personas globozoopérmicas mediante el uso de arrays (Dam et al., 2007)



y en 2009 se llevo a cabo el primer estudio de asociacion génica (GWAS, siglas en inglés de
Genome-Wide Association Studies) de pacientes con espermatogénesis deficiente (Aston &
Carrell, 2009).

Hasta hace relativamente poco dichas técnicas tenian costes prohibitivos, solo hay que
observar las dimensiones que abarco el proyecto “Genoma Humano”, llevado a cabo por un
consorcio publico de ambito nacional e iniciativa privada de forma paralela con un coste
millonario. Sin embargo, esta tendencia esta cambiando en los Ultimos afios, y en la actualidad
se esta consiguiendo abaratar los costes y el acceso a estas técnicas, lo que tiene como
resultado en Ultima instancia un aumento del nimero de publicaciones que utilizan las “-émi-
cas” como herramienta (Figuras 4 y 5) (Carrell et al., 2016).
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Figura 4. Evolucién del coste de las técnicas de secuenciacion desde el afio 2000. Tal y como se observa, se ha
producido una mejora de la accesibilidad a la secuenciacion del genoma a lo largo de los ultimos 15 afios (Carrell
et al., 2016).

Durante muchos afios, el estudio de la infertilidad masculina ha residido en el estudio
de secuencias de genes individuales en cohortes de un tamafio modesto compuestas por
hombres infértiles y controles fértiles 0 normozoospérmicos. Estos estudios se basaban en el
andlisis de numerosos SNPs potencialmente asociados con la enfermedad. Sin embargo,
estas secuencias estudiadas daban fuertes indicios de la necesidad de una caracterizacion

mas completa del genoma (Carrell et al., 2016).

El incremento del nimero de publicaciones parece ser uno de los mejores indicadores
que hay para confiar en que la maduracion de las tecnologias “-6micas” puede ayudar a una
mejor caracterizacion genomica, epigendémica y proteémica de la arquitectura de la infertilidad

en hombres.
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1.3. Genétmica

El éxito de la aplicacion de herramientas de analisis masivo del genoma ha permitido
caracterizar mejor la etiologia de la infertilidad masculina. Sin embargo, se necesitan estudios
del genoma completo basados en la poblacion y disefiados cuidadosamente para identificar
la mayoria de las variantes responsables de la infertilidad masculina (Carrell et al., 2016). El
mayor desafio al que se enfrenta la Biologia de la Reproduccion es el desarrollo de
herramientas analiticas efectivas para priorizar y detectar con precision variantes genémicas

con bajas incidencias en una poblacion.

La acumulacion de datos de la secuencia del genoma de hombres infértiles
cuidadosamente fenotipados indudablemente arrojara en los proximos afios nueva luz sobre
las complejidades de la infertilidad masculina y, con suerte, allanara el camino para mejorar

las estrategias de diagndéstico y tratamiento (Carrell et al., 2016).

Las herramientas analiticas gendémicas se pueden clasificar fundamentalmente en dos
grupos: enfoques basados en matriz (array) y secuenciacion (NGS) (Aston & Conrad, 2013).
Estos dos enfoques son los que han permitido el descubrimiento de variantes genéticas y
asociaciones gendmicas en numerosas enfermedades complejas sin un conocimiento
especifico de las regiones genémicas que participan. Esto se debe a su capacidad para
interrogar el genoma completo a varios niveles de resolucion (Carrell et al., 2016). Los
enfoques basados en microarrays, que son una de las herramientas utilizadas para la
obtencion de los datos con los que se va a trabajar en este proyecto, estan disefiados para
evaluar el genoma en su totalidad (o un subconjunto del mismo), con una resolucion y
cobertura que dependen del disefio y del nimero de sondas de la matriz. Estos soportes se
han utilizado en el estudio de enfermedades complejas y han demostrado ser eficaces para
identificar caracteristicas gendmicas asociadas con diversas enfermedades (Carrell et al.,
2016). Inevitable e indudablemente, como todas las técnicas, tienen ciertas limitaciones, ya
que solo interrogan una pequefa fraccidn del genoma y, por lo general, estan disefiados para
identificar variables con una frecuencia relativamente alta dentro de la poblacion (>1%),
aungue hay algunos fabricantes que intentan solucionar esto en sus soportes (Carrell et al.,
2016).

Los enfoques basados en NGS superan algunas de las limitaciones de los microarrays
y aumentan la cantidad de datos generados, lo que a su vez aumenta la complejidad del
analisis y el coste del mismo. Ademas, el valor de los datos de la secuenciacién completa del

genoma esta limitado, ya que desconocemos la funcion de una parte significativa de este.
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Debido a estas razones, la interpretacion de las asociaciones identificadas en regiones del
genoma no conocidas esta limitada significativamente. A medida que las tecnologias
gendmicas avanzan en su desarrollo, disminuyen los costes asociados a su uso y se vuelven

mas accesibles para el estudio de enfermedades complejas, incluida la infertilidad masculina.

Estos enfoques han producido éxitos en sus etapas iniciales, pero dada la complejidad
genética de la espermatogénesis y la heterogeneidad de los fenotipos de infertilidad
masculina, la caracterizacion exhaustiva de la base genética de esta enfermedad continuara
siendo un area activa de investigacion durante muchos afios. Desde que estos primeros
estudios fueron publicados, los estudios gendémicos que se han realizado con relacién a la
infertilidad en hombres se han expandido rdpidamente. Se han utilizado GWAS para identificar
polimorfismos asociados con el sindrome de la disgénesis testicular (Dalgaard et al., 2012) y
el tamafio de la familia (Kosova et al., 2012), asi como para profundizar en el estudio de la
espermatogénesis deficiente. En la mayoria de estos estudios se identificaron pequefias
variantes comunes, sin embargo, cuando se intentd replicar en otras situaciones se produjo
un fracaso absoluto (Chihara et al., 2015). Esto puede deberse a que no solo entran en juego
los SNPs, sino que encontramos también otros fendbmenos como las variaciones en el nimero
de copias (CNVs, del inglés Copy Number Variants) cuya implicacién puede ser desvelada
gracias al andlisis a través de GWAS (Krausz et al., 2012).

1.4. Otras disciplinas “-6micas”

En este Trabajo de Fin de Master se ha utilizado principalmente la informacion
procedente del genoma y transcriptoma (entendido este uUltimo como el conjunto de los
transcritos de un tejido, célula u érgano), si bien también existen otras disciplinas “-émicas”

como las que se mencionan a continuacion:

e Transcriptomica: se trata del estudio de los transcritos de un tejido, célula u
organo (Vargas et al., 2018).

e Protedmica: la protedmica, término acufiado por analogia con la gendmica,
estudia los cambios en todas las proteinas expresadas y traducidas a partir de un
anico genoma (Bhagwat et al., 2013). El término proteoma, una fusion entre
proteina y genoma, se refiere a todas las proteinas producidas por las células y
liberadas en el fluido biol6gico circundante (Vargas et al., 2018).

e Metabolémica: es la ciencia que explora las interacciones dinamicas entre
multiples moléculas de bajo peso molecular (Huang et al., 2009b). Los metabolitos

pueden (potencialmente) contener mas informacion sobre un sistema bioldgico
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gue los ARNms o las proteinas, debido a que representan los productos finales de
los procesos regulados en las células (Vargas et al., 2018).

e Epigenética: esta rama del conocimiento explica las variaciones en la expresion
y regulacion génica sin que se produzcan variaciones en el ADN. La fertilizacion
implica numerosos procesos fisioldgicos, incluyendo el movimiento de las células
germinales masculinas a lo largo de todo el sistema reproductivo femenino; el
apego Y la penetracion de la zona pellcida; y la union, fusion y penetracion en el

ovocito (Vargas et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

El objetivo de este Trabajo de Fin de Master es caracterizar las posibles similitudes
entre distintas enfermedades que afectan al tracto reproductivo masculino y que dan lugar a
infertilidad masculina, a través de la Biologia de Sistemas. Para llevar a cabo dicho objetivo

general se deben completar los siguientes objetivos especificos:

e Se revisara la informacién existente relacionada con la infertilidad masculina.

e Se estudiardn los genes y procesos biologicos involucrados en las distintas
alteraciones de la infertilidad masculina.

e Por ultimo, se buscard un patron entre todas las enfermedades estudiadas que
pueda explicar las causas moleculares subyacentes a la infertilidad.
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3. MATERIAL Y METODOS

En la figura 6 se puede observar el esquema de trabajo general que se ha seguido en

este trabajo, y que se detalla posteriormente a lo largo de este apartado.

« MESH Browser
0l5izhle |+ Phenopedia

de datos
« STRING
®--1s501| | * Cytoscape
de redes
+ Excel
Analisis * RStudio
bioinformatico
+« DAVID
Enriquecimiento
funcional

+ GEO Datasets

Validacion de
resultados

Figura 6. Etapas seguidas durante el proceso de analisis, desde la obtencién de datos hasta la validacion de

resultados, asi como software empleado en cada una de ellas.

3.1. Obtencién de datos

Para la caracterizacion de todos los genes que participaban en trastornos
responsables de la aparicion de infertilidad masculina se realiz6 en primer lugar una basqueda
de todas las enfermedades vinculadas con este trastorno registradas hasta el momento
(MeSH Terms) en la web del “U.S. National Library of Medicine”, mas en concreto en el
buscador de términos médicos “Medical Subject Headings” (MeSH Browser)
(https://www.nlm.nih.gov/mesh/). A continuacion, se extrajeron los codigos ICD10 de las

diferentes enfermedades de la web “ICD10data.com” (https://www.icd10data.com/).
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Una vez obtenida la lista de enfermedades, se procedio a buscar los genes registrados
gue se han relacionado con ellas. Para esta tarea, se utilizo la base de datos Phenopedia (Yu
et al., 2009) (https://phgkb.cdc.gov/PHGKB/startPagePhenoPedia.action). Phenopedia es una

aplicacion web que relaciona asociaciones genéticas humanas procedentes de la literatura a
través de wuna base de datos constantemente actualizada desde PubMed
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/) (Diaz-Beltran et al., 2017).

3.2. Construccion y andlisis de redes

Para la construccién de redes de interaccién molecular proteina-proteina se utilizé el
software STRING (Search Tool for Retrieval of Interacting Genes/Proteins) (https://string-
db.org/cqgi/input.pl?sessionld=gFa80GsaDG6p&input _page show search=on), que permite

obtener y representar las interacciones existentes entre un grupo de genes de interés. Se
emplearon los parametros por defecto. La base de datos STRING tiene como objetivo
recopilar, puntuar e integrar todas las fuentes publicas de informacion sobre la interaccién
proteina-proteina, y complementarlas con predicciones computacionales. Su objetivo es
lograr una red mundial amplia y objetiva, que incluya interacciones funcionales directas
(fisicas) e indirectas. Una de las funcionalidades de STRING es la de cargar conjuntos de
datos completos de todo el genoma como entrada, lo que permite a los usuarios visualizar
subconjuntos como redes de interaccién y realizar andlisis de enriquecimiento del conjunto de
genes utilizado como entrada (input). Para el analisis de enriquecimiento, STRING
implementa sistemas de clasificacién bien conocidos como Gene Ontology y KEGG, pero
también ofrece nuevos sistemas de clasificacion adicionales basados en la mineria de texto
de alto rendimiento, asi como en una agrupacion jerarquica de la propia red de asociaciones
(Szklarczyk et al., 2019).

Para un analisis avanzado de las redes previamente generadas con STRING se utilizé

el software Cytoscape en su version 3.6.1 (http://www.cytoscape.org/), un software libre que
integra redes de interaccion molecular con datos de expresién de alta resolucion y otro tipo
de datos moleculares (Vargas et al., 2015). Utilizando esta herramienta se analizaron dos
medidas clasicas de centralidad de redes: la centralidad de grado (degree) (1) y la

intermediacion (betweenness) (2) (Boccaletti et al., 2006).

La centralidad de grado o degree kide un nodo i es el niUmero de vértices incidentes

con el nodo y se define en términos de la matriz de adyacencia a como:
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ki = Yjen Qij, (1)
La intermediacion o betweenness bide un nodo i se define como:

n;5(1)
i Ejjk EN,jxk njg (2)

donde njkes el nimero de las rutas mas cortas que conectan iy j, y njk(i) es el numero

de las rutas més cortas que conectan iy jy pasan a través de i (Vargas et al., 2015).

3.3. Tratamiento de la informacién con RStudio

R Studio es una herramienta de cédigo abierto para el entorno de programacion R

(https://www.rstudio.com/). A través de un script personalizado (archivo de 6rdenes para una

tarea concreta), disefiado especialmente para el analisis de genes, se tratd de observar en
cuantos grupos se organizaban las enfermedades en funcién de la similitud obtenida entre los

genes que compartian.

Para llegar a hacer la clasificacion por grupos se siguieron los siguientes pasos: en
primer lugar, se construyé una matriz binaria con las enfermedades y sus correspondientes
genes (se le asignaba el valor de 1 cuando el gen estaba presente en la enfermedad y 0
cuando no). Después se utilizé el paquete vegan (Oksanen et al., 2019) para construir la matriz
de disimilitud correspondiente, que se calculé utilizando el indice de Jaccard (definido como
el tamafio de la interseccién dividido por el tamafio de la unién de los conjuntos de la muestra)
como medida para comparar la similitud y diversidad de los conjuntos de la muestra. Como
resultado, obtuvimos una matriz de distancia que se utilizé para realizar un analisis jerarquico
de conglomerados con el fin de construir un dendrograma basado en genes para mostrar la
relacion entre las distintas enfermedades analizadas. Utilizamos el método de enlace
promedio (average linkage method) para calcular la distancia entre cada cluster, que define la
distancia entre los dos clusteres como la distancia promedio entre cada punto de un clister y

cada punto del otro cluster (Diaz-Beltran et al., 2017).

Para comprobar la fiabilidad de los clisteres obtenidos, utilizamos clusterboot(), una
funcion incluida en el paquete de R fpc (traduccion de las iniciales de procedimientos flexibles
para la agrupacion) que evalla la estabilidad de los clisteres mediante un “remuestreo”

(Hennig, 2007). Esta funcion integrada realiza un muestreo de tipo bootstrap para determinar
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la estabilidad de un cluster dado usando el coeficiente de Jaccard como medida de similitud
entre conjuntos. Para lograr este propdsito, este método primero agrupa los datos y luego
dibuja un nuevo conjunto de datos “remuestreando” el original, después de eso, agrupa el
nuevo conjunto de datos y para cada grupo en el grupo original trata de encontrar aquel que
da el maximo coeficiente de Jaccard (el mas similar). Este método disuelve todos los clusteres
con coeficientes de Jaccard inferiores a 0,5 (lo que significa que probablemente no es un
cluster real) y repite el procedimiento varias veces. Finalmente, la estabilidad de cada cluster
en el claster original sera igual al valor medio de su coeficiente de Jaccard sobre todas las
iteraciones del bootstrap. En general, se considera que los conglomerados con un valor de
estabilidad inferior a 0,6 son inestables, y los valores superiores a 0,75 estan asociados a una
medida "real" de los patrones de los datos y podrian considerarse muy estables, ya que es
probable que sean “conglomerados reales” (Hennig, 2007). Para comprobar la fiabilidad de
los resultados del analisis de clusteres, aplicamos un método de bootstrap (B=1000
ejecuciones) para “remuestrear” con reemplazo de los datos originales con el fin de generar
matrices de bootstrap y clisteres y usamos, de nuevo, el coeficiente de Jaccard como medida

de la similitud de los arboles obtenidos (Diaz-Beltran et al., 2017).

La estabilidad y validez de las agrupaciones se calcularon sobre la base de la media
de los coeficientes de Jaccard en todas las permutaciones. El nUmero de subconjuntos para
cada permutacién se estableci6 en 13 (k=13) de acuerdo con el numero total de

conglomerados obtenidos en el arbol observado originalmente.

3.4. Andlisis de enriquecimiento funcional

Para realizar un estudio completo de las funciones que llevan a cabo los genes de
interés se realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional de los mismos utilizando la base de
datos DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) en su versiéon

6.7 (https://david.ncifcrf.gov/), que permite analizar los procesos biol6gicos en los que se

encuentran implicados un grupo dado de genes (Huang et al., 2009a; 2009b).

3.5. Validacién de resultados en GEO DataSets

Con los anteriores pasos pudimos obtener una serie de genes y procesos biolégicos
comunes y altamente representados dentro de las enfermedades estudiadas. Para la
busqueda de estudios ya publicados que respaldasen los resultados obtenidos utilizamos la

base de datos “GEO DataSets” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/?term=). En este repositorio

se incluye la herramienta “GEO2R” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo?2r/), en la que se

permite realizar el analisis de los diferentes datasets para, por ejemplo, comparar dos 0 mas
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grupos de muestras para identificar genes diferencialmente expresados segun los parametros
estadisticos que se establezcan. Esta informacién se presenta como una tabla de genes

ordenados por significancia.

De esta forma, podemos saber si los genes presentes tanto en las enfermedades
estudiadas como en los procesos bioldgicos identificados tienen relevancia real ya
demostrada o, por el contrario, pueden ser un punto a tener en cuenta a la hora de avanzar

en futuras investigaciones.
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4. RESULTADOS

4.1. Recogiday clasificacion de datos

El conjunto total de enfermedades detectadas a partir de la base de datos Phenopedia
con las que se trabajo6 a lo largo del desarrollo de este Trabajo de Fin de Master se representa
en la Tabla 1. La contextualizacion desde el punto de vista clinico se realizé a través de la
transformacién de los codigos ICD-10 en términos MeSH, lo que facilitaria la posterior
obtencién de los listados de genes asociados en la base de datos Phenopedia, pues utiliza
dichos términos como motor de blsqueda.

Enfermedad — MeSH ICD-10 Genes
terms
Penile neoplasms Q54.1 13
) Prostatic neoplasms N42.31 1152
Genital Neoplasms _
Testicular neoplasms N46.9 107
Sertoli-Leidyg tumor N46.9 11
Aspermia N46.01 2
. Asthenozoospermia R86.9 44
Infertility i
Azoospermia N46.0 228
Oligospermia N46.1 171
Hypospadias Q54.0 70
o Penile induration N48.6 6
Penile diseases _
Penile Neoplasms N46.9 13
Priapism N48.30 14
Prostatic hyperplasia N40 152
Prostatic diseases Prostatic neoplasms N46.9 1152
Prostatitis N41 10
Sexual dysfunction, phisiological Dyspareunia N53.12 12
Chlamydia N46.9 69
Sexually transmitted diseases Gonorrhea A54.22 9
(bacterial) — — -
Syphilis genitalia, primary A51.0 12
Testicular diseases Cryptorchidism AQ7.2 84
Varicocele Varicocele 186.1 13
Herpes genitalis Herpes simplex, genital A60.0 8

Tabla 1. Relacion de cédigos ICD10, términos MeSH y nimero de genes implicados en cada una de las

enfermedades analizadas.

Una vez obtenido el listado de enfermedades de partida y sus cédigos, se accedio al

conjunto de genes asociado a cada una de ellas a través de Phenopedia. Se analizaron un
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total de 1507 genes expresados en 21 enfermedades. Los listados completos de genes para

cada enfermedad pueden consultarse en el material suplementario (Anexo 1).

Los listados de genes para cada enfermedad fueron analizados con STRING con el
objetivo de obtener las redes de interaccion proteina-proteina para cada enfermedad. El Gnico
gen del que no se pudo obtener informacion en STRING y que por tanto no aparecera en la

posterior construccion de redes es el gen GSTTL1.

Posteriormente, los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis avanzado en
Cytoscape que nos permitié realizar un estudio mas en profundidad y detectar cudles eran
mas representativos dentro de cada enfermedad. Para determinar la importancia de los genes
(nodos) dentro de la estructura de la red, se escogieron dos medidas clasicas de centralidad:
el degree y el betweenness, de manera que se consideraron como genes altamente
conectados aquellos que poseian un betweenness igual a 1 y un degree superior a la media
mas dos veces la desviacion estandar de los degrees de la lista de genes a la que pertenece.
Siguiendo este criterio, solo se encontré un gen que respondia a dichos filtros, el gen HLA-C,
que aparecia como un gen altamente conectado en la red de interaccion de la sifilis (con un
degree=4 (en este caso la media mas 2 veces la desviacion estandar es de 3,28) y un
betweenness=1).

4.2 Analisis de cluster

A continuacion, se procedi6 a estudiar qué genes aparecian mas veces representados
dentro del conjunto total de enfermedades. Para ello se construyé un dendrograma con R
Studio (Figuras 7 y 8). La estabilidad del cluster se evalu6 con el coeficiente de Jaccard
(utilizado para medir el grado de similitud entre conjuntos) y de todos los obtenidos el cluster

mas estable fue el de 13 grupos (k=13) con una media aritmética de 0,67 (Figura 8).
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Figura 7. Cluster dendrograma que muestra la distribucién de las enfermedades estudiadas en base a la similitud
entre los genes implicados en las mismas. Hay un total de 13 subconjuntos, cada uno de los cuales lleva asignado

su correspondiente coeficiente de estabilidad.

partition
Prostatic_Neoplasms Penile_neoplasms Testicular_neoplasms Sertoli-Leydig_tumor
1 2 3 4
Aspermia Astenozoospermia Azoospermia Oligospermia
5 6 7 7
Hypospadias Penile_Induration Priapism Prostatic_Hyperplasia
8 9
Prostatitis Dyspareunia Chlamydia Gonorrhea
10 11 12 13
Syphilis Cryptorchidism Varicocele Herpes_genitalis
13 3 6 8

Figura 8. Grupos establecidos en R en funcion del coeficiente de Jaccard.
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4.3. Seleccién de genes y construccion de redes

Asi pues, procedimos a hacer lo siguiente: seleccionamos el total de los genes y los

agrupamos en funcion del numero de enfermedades en las que se encontraban presentes

(Tabla 2). En el material suplementario se puede consultar la tabla completa en la que se

recopilan todos los genes y la frecuencia con la que aparecen en cada una de las

enfermedades (Anexo 2).

Frecuencia acumulada

n enfermedades Genes n enfermedades Genes
x=1 1116 x21 1507
X=2 245 x22 391
x=3 90 x23 146
x=4 15 x24 56
x=5 19 x=5 41
x=6 6 x26 22
x=7 10 x=7 16
x=8 4 x=8 6
x=9 2 x=9 2

Tabla 2. Clasificaciéon del nimero de genes que aparecen en un determinado nimero de enfermedades. En rojo

se destaca el grupo seleccionado para continuar con el analisis.

Decidimos trabajar con los 41 genes que estaban presentes en 5 0 mas enfermedades

(Tablas 2 y 3), ya que utilizar aquellos que estaban representados en un namero de

enfermedades mayor afiadia mas ruido al andlisis y trabajar con un nimero menor nos hacia

perder genes relevantes. Con estos datos se construyé una nueva red en Cytoscape

compuesta por los genes seleccionados.

Genes presentes en 5 0 mas enfermedades
AR 9 TGFB1 6
GSTM1 9 ACE 5
ESR1 8 AHR 5
GSTT1 8 COMT 5
HLA-DRB1 8 CYP1A2 5
NOS3 8 DICER1 5
CYP17A1 7 ERCC1 5
CYP19A1 7 FSHR 5
CYP1Al1l 7 HLA-A 5
CYP3A4 7 HLA-B 5
ESR2 7 IL10 5
GSTP1 7 IL1B 5
HLA-C 7 LTA 5
MTHFR 7 MTRR 5
SRD5A2 7 SHBG 5
TNF 7 TGFBR3 5
CFTR 6 TLR1 5
CYP1B1 6 TLR2 5
HFE 6 TLR6 5
HLA-DQB1 6 TP53 5
IL6 6

Tabla 3. En las columnas 1 y 3 se representa el nombre de los genes presentes en 5 0 mas enfermedades. En

las columnas 2 y 4, numero de enfermedades en las que estan presentes.
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Figura 9. Red de interaccion correspondiente a los genes presentes en 5 0 mas enfermedades. Los nodos (genes) con tamafio mayor son aquellos que aparecen en un mayor
numero de enfermedades. Aquellos con un color diferente al de la matriz son los que poseen un valor superior de centralidad (degree), segun los parametros antes mencionados
(media més dos veces la desviacion estandar); encontramos: IL6 (k=26), ESR1 (k=23), TP53 (k=23) y TNF (k=23).
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4.4. |dentificacidén de procesos bioldgicos

El analisis continué con la busqueda en DAVID de los procesos bioldgicos (BP) en los que intervenian dichos genes y la selecciéon de

aquellos procesos significativos con un FDR (False Discovery Rate) inferior a 0,05 (Tabla 4). Se detectaron 17 procesos biol6gicos significativos

(FDR<0,05). En el material suplementario — Anexo 3 — puede consultarse la tabla completa.

Procesos Biolédgicos Genes PValor FDR
HLA-DQB1, IL6, TNF, HLA-DRB1, TLR1, TLR2, HLA-A, HLA-C,
Respuesta inmune HLA-B, TLR6, IL10, IL1B, TGFBR3, LTA 5,78E-12 9,08E-09
Procesamiento y presentacion antigénica de antigenos peptidicos via MHC clase | HLA-DQB1, ACE, HLA-A, HFE, HLA-C, HLA-B 7,07E-09 1,11E-05
Procesamiento y presentacion antigénica HLA-DQB1, HLA-DRB1, HLA-A, HFE, HLA-C, HLA-B 1,66E-07 2,60E-04
Via de sefializacion mediada por lipopolisacaridos TNF, TLR2, IL1B, NOS3, TGFB1 8,52E-07 0,00133916
Regulacion positiva de la expresion génica AR, IL6, TNF, TP53, TLR2, HFE, IL1B, TGFB1 2,09E-06 0,00327736
Regulacion positiva de la transcripcion, ADN-templado AR, IL6, TNF, TP53, ESR1, IL1B, ESR2, TGFB1, IL10, AHR 2,09E-06 0,00328063
Regulacion negativa de la proliferacion celular AR, IL6, CYP1B1, TP53, TLR2, IL1B, NOS3, TGFB1, IL10 2,89E-06 0,00454149
Regulacion positiva de la actividad del factor de transcripcion de uniéon de una secuencia de ADN
especifica IL6, TNF, ESR1, IL1B, ESR2, IL10 4,22E-06 0,00663427
Respuesta a farmacos IL6, MTHFR, CYP1A1, SRD5A2, COMT, TGFB1, IL10, LTA 5,57E-06 0,0087446
Proceso metabdlico andrégeno CYP3A4, ESR1, SRD5A2, CYP19A1 6,35E-06 0,00997961
CYP3A4, CYP17A1, MTHFR, CYP1B1, CYP1A1,

Procesos de éxido reduccion NOS3, SRD5A2, CYP1A2, CYP19A1, MTRR 6,51E-06 0,01022444
Respuesta celular a compuestos organicos ciclicos TNF, CYP1B1, CYP1Al, IL1B, TGFB1 1,03E-05 0,01620153
Regulacion positiva de la actividad del factor de transcripcion NF-kp AR, IL6, TNF, TLR2, IL1B, TGFB1 1,34E-05 0,02106044
Procesamiento y presentacion antigénicos de péptidos enddgenos via MHC clase | via ER,
TAP-independiente HLA-A, HLA-C, HLA-B 1,57E-05 | 0,02473493
Ruta de sefializacion mediada por interferbn-gamma HLA-DQB1, HLA-DRB1, HLA-A, HLA-C, HLA-B 2,16E-05 0,03390027
Respuesta inflamatoria IL6, TNF, TLR1, TLR2, IL1B, TLR6, TGFB1, IL10 2,33E-05 0,03657862
Procesos xenobidticos metabdlicos CYP3A4, CYP1B1, CYP1A2, AHR, GSTP1 3,13E-05 0,04918706

Tabla 4. Resultado del analisis de enriquecimiento funcional del grupo de 41 genes presentes en 5 0 mas enfermedades. Se muestran todos los procesos estadisticamente

significativos (FDR<0,05), asi como los genes implicados y los correspondientes p-valores asociados. FDR: False Discovery Rate.
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El Gnico gen que a través de DAVID no se encontré como involucrado en ningun proceso fue,
al igual que con STRING, GSTT1.

4.5. Validaciéon de resultados

Se accedi6 a la base de datos GEO DataSets del NCBI para la bausqueda de datasets
que validaran los resultados obtenidos para los genes mas representativos. Para ello se
utilizaron los siguientes filtros:

e Study type: Expression profiling by array.
e Top organisms: Homo sapiens
e Entry type: datasets (en este caso solo se habilitd para aquellos resultados de
blsqueda en los que aparecia disponible dicha opcion).
e Palabras clave:
o Male infertility: estas palabras clave generaron resultados demasiado
genéricos.
o Nombre de las enfermedades estudiadas:
= Azoospermia: se obtuvieron 4 estudios relacionados.
= Cryptorchidism: se obtuvieron 2 estudios relacionados.
= Penile induration: se obtuvo 1 estudio relacionado.
= Penile neoplasms: se obtuvo 1 estudio relacionado.
» Prostatic hyperplasia: se obtuvieron 3 estudios relacionados.
» Prostatic neoplasms: se obtuvo 1 estudio relacionado.
= Testicular neoplasms: se obtuvo 1 estudio relacionado.
e A la hora de seleccionar estudios se priorizaron aquellos en los que se obtenian

biopsias por encima de los cultivos celulares.

A la hora de realizar el andlisis con GEOZ2R la diferenciacién en grupos de estudio se
llevd a cabo de la misma forma que en el estudio seleccionado en cada caso y las opciones
de andlisis se mantuvieron en las ya seleccionadas por defecto. En cuanto a la seleccién de
genes diferencialmente expresados, se escogieron aquellos que tenian un p-valor ajustado
inferior a 0,05.
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4.5.1 Datasets analizados

4.5.1.1. Azoospermia

En el primer estudio relacionado con la azoospermia se analizan perfiles de biopsias
de testiculos humanos con el objetivo de identificar genes que pudieran ser potenciales
biomarcadores para el tratamiento de la azoospermia. Se analizaron 6 biopsias testiculares
con microarrays de Affymetrix (Affymetrix Human Gene 1.0 ST microarrays), 3 de ellas
pertenecientes a respondedores a la terapia hormonal y 3 no respondedores (nimero de
referencia del dataset: GSE51111). En este estudio se realiz6 una seleccion de genes y
exones. Solamente fue seleccionado el analisis genético y se pudo comprobar que algunos
de los 41 genes incluidos en nuestro grupo de estudio coincidian con sus resultados,
concretamente fueron: HLA-DRB1, CYP17A1, HLA-DQB1 y TLR6.

En el segundo estudio relacionado con la azoospermia se analizaron biopsias de
testiculos de pacientes que padecian azoospermia idiopéatica no obstructiva (NOA), también
con el objetivo de encontrar posibles biomarcadores que permitieran identificar etapas
particulares en caso de una espermatogénesis deficiente. Se analizaron 31 muestras de
biopsias con microarrays de Affymetrix (Affymetrix Human Gene 1.0 ST microarrays), 27 de
las cuales procedian de pacientes con NOA y 4 de sujetos con una espermatogénesis normal
(numero de referencia del dataset: GSE45885) (Malcher et al., 2013). De este estudio se
obtuvieron las siguientes coincidencias con el listado seleccionado: ACE, DICER1, ERCC1y
SHBG.

En el tercer estudio en el que se analiza la azoospermia se busca la evidencia del
papel regulador que pueden desempefiar las citoquinas en el desarrollo gonadal masculino
en casos de patologias. Para ello se estudian los niveles de expresion de las familias IL-1, IL-
6, IL-10, TNF, SCF y c-kit en pacientes con NOA comparandolos con sujetos con
espermatogénesis normal. Se analizaron biopsias de 16 pacientes con NOA y 4 con
espermatogénesis normal con microarrays de Affymetrix (Affymetrix Human Gene 1.0 ST
microarrays) (nimero de referencia del dataset: GSE45887) (Malcher et al., 2013). En este
caso, los genes compartidos con los resultados de dicho estudio son: GSTM1, ESR1, ACE,
DICER1, ERCC1, SHBG, TLR1 y TLR6. Cabe decir que si aparecieron algunos de los genes
pertenecientes a las familias que buscaban los investigadores, pero al no encontrarse como
tal en la lista que se ha generado en este trabajo no se han considerado como genes

compartidos.
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En el cuarto y dltimo estudio relacionado con la azoospermia se compararon biopsias
procedentes de 4 pacientes con NOA y 4 pacientes con espermatogénesis normal. Se pudo
ver que 414 genes se expresaban diferencialmente en el caso de los hombres infértiles. Las
biopsias se analizaron con microarrays de Agilent (Agilent-012097 Human 1A Microarray (V2)
G4110B) (namero de referencia del dataset: GSE9194) (Dubé et al., 2008).

En este caso no se encontraron genes con un p-valor que se ajustara a los parametros

establecidos.

4.5.1.2. Criptorquidismo/ Criptorquidia

En el primer estudio sobre el criptorquidismo se analiza la probabilidad de desarrollar
azoospermia después de intervenciones quirdrgicas para tratar dicho desorden. Se obtuvieron
23 biopsias de 22 nifios: 19 de testiculos de 18 nifios con criptorquidismo, y 4 de testiculos
contralaterales descendidos procedentes de pacientes con agenesia testicular. Se
identificaron 483 genes que o0 no estaban o estaban expresados a la baja en el grupo de
azoospermia en comparacion con el grupo control, para ello se utilizaron microarrays de
Affymetrix (Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array) (numero de referencia del
dataset: GSE25518) (Hadziselimovic et al., 2011). Los genes identificados compartidos con
este estudio son: GSTP1, COMT, DICER1, MTRR y TP53.

En el segundo estudio se aisl6 ARN testicular procedente de biopsias de nifios con
criptorquidismo, diferenciandose en tres grupos: criptorquidismo unilateral, bilateral y control;
los perfiles de expresion génica fueron analizados con microarrays de Affymetrix (Affymetrix
Human Genome U133 Plus 2.0 Array) (numero de referencia del dataset: GSE16191)
(Hadziselimovic et al., 2009). Los genes compartidos con la lista establecida son: GSTP1,
TGFB1, ACE, COMT, CY1A2, DICER1, MTRR y TP53.

4.5.1.3. Induracién plastica del pene/ Enfermedad de La Peyronie

La enfermedad de La Peyronie es una alteracion consistente en la aparicion de una

placa de tejido fibroso cicatricial en la tanica albuginea del pene (Hauck & Weidner, 2001).

En el estudio analizado, se cultivaron células procedentes de tejido normal y de células
con enfermedad de La Peyronie y se extrajo el ARN con el objetivo de investigar diferencias
entre la placa “anormal”’ asi como establecer una linea de expresion base en los tejidos

normales para realizar comparaciones. Se cultivaron 6 placas en presencia de TGFB y se
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utilizaron microarrays de Affymetrix para llevar a cabo el andlisis de expresion génica
(Affymetrix Human Gene 1.0 ST Array [transcript (gene) version]) (nUmero de referencia del
dataset: GSE97301) (Mulhall et al., 2002). Los genes comunes que se encontraron fueron:
GSTP1, IL6, ACE y HLA-A.

4.5.1.4. Hiperplasia prostatica

En el primer estudio relacionado con la hiperplasia prostatica se investiga la expresion
diferencial de genes en el cancer de prostata (PCa) y poder discriminar estos casos y los de
hiperplasia prostatica benigna (BPH). Para ello se extrajeron muestras de ARN procedentes
de biopsias de 4 muestras de PCa y 4 de BPH y se analizaron con microarrays de Affymetrix
(Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array) (nimero de referencia del dataset:
GSE104749) (Shan et al., 2017). En este estudio no se obtuvo ningln gen compartido entre

la lista generada en este trabajo y el estudio.

En el segundo estudio en el que se trata la hiperplasia prostatica se analiza la
expresion de genes procedentes de pacientes con BPH con y sin metilacion del gen SRD5A2,
ya que segun la hipotesis que barajaban estos investigadores este gen interviene en la
conversion de testosterona a dihidrotestosterona, lo que puede indicar una ruta alternativa
para el crecimiento del tejido prostatico. Se analizaron 22 muestras (12 de SRD5A2-metilado
y 10 de SRD5A2-no metilado) con microarrays de lllumina (lllumina HumanHT-12 V4.0
expression beadchip) (nimero de referencia del dataset: GSE101486) (Wang et al., 2017).

En este caso tampoco se obtuvo ningun gen diferencialmente expresado compartido.

En el tercer caso de hiperplasia prostatica se emplearon perfiles de expresién de cDNA
completos, tanto de BPH como de PCa (en sujetos en los que se pensaba que estaban
afectados por estas enfermedades debido a los valores obtenidos en las analiticas), y se
analizaron con microarrays de la casa comercial Agilent (Agilent-014850 Whole Human
Genome Microarray 4x44K). Las biopsias extraidas de los pacientes se dividieron en muestras
de préstata normales y muestras de PCa (numero de referencia del dataset: GSE30994) (Kim
et al., 2014). En este caso si encontramos varios genes compartidos entre la lista de partida
y los generados por el estudio: ESR1, GSTT1, CYP3A4, MTHFR, SRD5A2, TNF, CFTR,
CYP1B1, HFE, AHR, COMT, HLA-A, TGFBR3, TLR1, TLR2, TLR6 y TP53.
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4.5.1.5. Neoplasma prostético

En el estudio relacionado con el neoplasma prostatico se estudiaron alteraciones
protedmicas y transcriptomicas, lo que reveld que existia un 48-64% de concordancia entre
los niveles de proteina y transcritos. Es importante destacar que las alteraciones protedémicas
diferenciales entre el cancer de prostata metastasico y el cancer de préstata localizado
clinicamente que se mapearon de manera concordante con la transcripcidén de genes sirvieron
como predictores del resultado clinico en el cancer de préstata, asi como en otros tumores
sélidos. Se analizaron 13 muestras individuales de cancer de prdstata benigno, primario y
metastasico y 6 muestras combinadas de tejidos de cancer de préstata benigno, primario o
metastasico con microarrays de Affymetrix (Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array)
(namero de referencia del dataset: GSE3325) (Varambally et al., 2005). Se obtuvieron
coincidencias en la expresion diferencial de los siguientes genes de interés: GSTM1, ESR1,
GSTT1, HLA-DRB1, CYP1Al, ESR2, GSTP1, HLA-C, MTHFR, SRD52A, CFTR, CYP1B1,
HFE, HLA-DQBL1, IL6, COMT, CYP1A2, DICER1, ERCC1, HLA-B, IL1B, LTA, TLR2 y TP53.

4.5.1.6. Neoplasma testicular

En el caso del neoplasma testicular, el objetivo era determinar el patron diferencial de
expresion génica a lo largo de las regiones del epididimo humano, para lo cual se llevé a cabo
el analisis de secuencias de bases como tal en lugar de estudiar los genes que formaban
dichas secuencias, por lo que no se pudo comparar con la lista de genes que ha servido de
modelo para las comparaciones en los otros estudios. El andlisis se llevé a cabo con
microarrays de Agilent (Agilent-012097 Human 1A Microarray (V2) G4110B) (numero de
referencia del dataset: GSE23812) (Thimon et al., 2007).

4.5.1.7. Neoplasma peneal

En el caso del neoplasma peneal, las herramientas de analisis del perfil de expresién
génica se utilizaron para evaluar genes alterados relacionados con el estado de infeccién por
HPV (virus del papiloma humano) con el fin de identificar marcadores moleculares potenciales
en el cancer de pene (PC). El ARN fue extraido de 39 muestras de PC frescas congeladas e
hibridadas sobre microarrays de expresion génica. El conjunto perteneciente a muestras de
pene normales consistia en el ARN total de cinco glandulas procedentes de una autopsia. Las
alteraciones especificas de la expresion génica fueron investigadas por RT-qPCR. También

se extrajo ADN de muestras de pene y se sometié al genotipado del HPV. Para el analisis de
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los genes se utilizaron microarrays de Agilent (Agilent-014850 Whole Human Genome
Microarray 4x44K) (namero de referencia del dataset: GSE57955) (Kuasne et al., 2015).
Se encontraron los siguientes genes de interés: GSTP1, IL6, ACE, HLA-A.

De los 41 genes que se intuia que podian intervenir como causantes de infertilidad
masculina a través de otras enfermedades, se han podido validar 36 con los resultados de
otras investigaciones. Los Unicos genes sobre los que no se ha encontrado informacién han
sido: AR, CYP19A1, FSHR, IL10 y NOS3.

En la tabla 5 se puede observar un resumen de la informacion relativa a los estudios
mencionados en los datasets estudiados. Por otro lado, en la tabla 6 se puede observar,
también, otro resumen en referencia a los resultados obtenidos en comparaciéon con los

datasets analizados.

31


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE57955

Genes
Enfermedad Autores Plataforma de array Control Muestras Critleriqs iz s_eleccién il Lz el Ul 7l qe siellzzeiol
os investigadores expresados seguido en el
mas significativos trabajo
Azoospermia* Malcher et al. 2015 Affymetrix Human Gene 1.0 ST Control=3 n=3 N N pvalor ajustado < 0,05
microarrays FDR < 0,05
Azoospermia Malcher et al. 2013 Affymetrix Human Gene 1.0 ST Control=4 n=27 p <0,05 4946 pvalor ajustado < 0,05
microarrays FDR < 0,05 FDR < 0,05
Azoospermia Malcher et al. 2013 Affymetrix Human Gene 1.0 ST Control=4 n=16 p <0,05 3 pvalor ajustado < 0,05
microarrays FDR < 0,05
Azoospermia Dubé et al., 2008 Agilent-012097 Human 1A Control=4 n=4 ANOVA de una cola p < 414 pvalor ajustado < 0,05
Microarray (V2) G4110B 0,05 FDR < 0,05
Criptorquidia Hadziselimovic et Affymetrix Human Genome Control=4 n=18 p valor ajustado < 0,05 483/370** pvalor ajustado < 0,05
al., 2011 U133 Plus 2.0 Array log2 fold change > 0,585 FDR < 0,05
Criptorquidia Hadziselimovic et Affymetrix Human Genome Control=4 n=16 p valor ajustado < 0,05 432/578** pvalor ajustado < 0,05
al., 2009 U133 Plus 2.0 Array log2 fold change > 0,585 FDR < 0,05
Induracién plastica | Mulhall et al., 2002 Affymetrix Human Gene 1.0 ST Control=3 n=3 p < 0,05 N pvalor ajustado < 0,05
del pene Array FDR < 0,05
Neoplasma peneal | Kuasne et al., 2015 Agilent-014850 Whole Human Control=10 n=29 FDR < 0,05 1119 pvalor ajustado < 0,05
Genome Microarray 4x44K pvalor ajustado < 0,05 FDR < 0,05
Hiperplasia Shan et al., 2017 Affymetrix Human Genome Control=4 n=4 p <0,05 255 pvalor ajustado < 0,05
prostatica U133 Plus 2.0 Array FDR < 0,05 FDR < 0,05
Hiperplasia Wang et al., 2017 lllumina HumanHT-12 V4.0 Control=12 n=10 p <0,05 N pvalor ajustado < 0,05
prostatica expression beadchip p<0,01 FDR < 0,05
Hiperplasia Agilent-014850 Whole Human ANOVA de dos colas p < N pvalor ajustado < 0,05
prostatica Kim et al., 2014 Genome Microarray 4x44K Control=3 n=3 0,05 FDR < 0,05
Student T-Test
Neoplasma Varambally et al. Affymetrix Human Genome Control=6 n=13 p < 0,05 - p < 0,001*** 64 pvalor ajustado < 0,05
prostatico 2005 U133 Plus 2.0 Array FDR < 0,05
Neoplasma Thimon et al., 2007 Agilent-012097 Human 1A Control=4 n=4 N N pvalor ajustado < 0,05
testicular* Microarray (V2) G4110B FDR < 0,05
ntotal= 225 n=65
n=160
N: Los autores no hacen referencia al nimero total de genes diferencialmente expresados pese a la utilizacion de microarrays y analisis estadisticos. El objetivo del estudio se centra en unos
pocos genes y solo nombran aquellos de interés, sin embargo se puede extraer mas informacion del
dataset publicado.
*: En el caso del primer dataset no fue utilizado para la publicacién de un articulo por si mismo, aunque esté publicado y se puede acceder a él a través de la base de datos del NCBI.
Para el ultimo dataset no se han podido extraer datos debido a que el objeto de estudio eran exones y no genes.
**: Utilizan varias comparaciones entre las situaciones control y problema y en funcion de las situaciones analizadas se halla un nimero de genes diferencialmente expresados distinto.
***: En este estudio se utilizaron distintos p-valores que iban desde p < 0,05 a p < 0,001 en funcién de la comparacion entre las distintas muestras problemas y el control.

Tabla 5. Resumen de la informacién obtenida de los datasets utilizados para realizar la comparaciéon entre los genes obtenidos en nuestro trabajo y los resultados encontrados por otros

investigadores. En la dltima columna se encuentran los pardmetros estadisticos establecidos en el trabajo original para hacer la seleccion de genes.
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compartidos

MTRR, TP53

GSTP1, TGFB1, ACE,

Azoospermia
Malcher et al., 2015 Malcher et al., 2013 Malcher et al., Dubé et al., 2008
Referencia GSE51111 GSE45885 2013 GSE45887 GSE9194
Genes HLA-DRB1,CYP17A1, ACE, DICER1, GSTM1, ESR1, N
compartidos HLA-DQB1, TLR6 ERCC1, SHBG ACE, DICER1,
ERCC1, SHBG,
TLR1, TLR6
Cryptorchidism
Hadziselimovic et al., 2011 Hadziselimovic et al.,
Referencia GSE25518 2009 GSE16191
Genes GSTP1, COMT, DICER1,

COMT,
CY1A2, DICER]1,
MTRR, TP53
Penile induration
Hadziselimovic et al., 2009
Referencia GSE97301
Genes GSTP1, IL6,
compartidos ACE, HLA-A

Penile neoplasms
Kuasne et al., 2015
Referencia GSE57955
Genes GSTP1, IL6,
compartidos ACE, HLA-A

Prostatic hyperplasia
Hadziselimovic et al., 2009 Wang et al., 2017 Kim et al., 2014
Referencia GSE104749 GSE101486 GSE30994
ESR1, GSTT1,
CYP3A4, MTHFR,
SRD5A2,
Genes N N TNF, CFTR,
compartidos CYP1B1, HFE,

AHR, COMT, HLA-
A, TGFBR3, TLR1,
TLR2, TLR6, TP53

Prostatic neoplasms
Varambally et al., 2005
Referencia GSE3325
GSTM1, ESR1, GSTT1, HLA-
DRB1, CYP1A1l, ESR2,
GSTP1, HLA-C, MTHFR,
Genes

compartidos

SRD52A, CFTR, CYP1B1,
HFE, HLA-DQB1, IL6, COMT,
CYP1A2, DICER1, ERCC1,
HLA-B, IL1B, LTA, TLR2, TP53

Testicular neoplasms
Hadziselimovic et al., 2009
Referencia GSE23812
Genes
compartidos N

Tabla 6. Resultados de los estudios correspondientes a los datasets analizados y comparacion con la lista de
potenciales biomarcadores establecida en nuestro trabajo.
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5. DISCUSION

Como ya se ha visto anteriormente a lo largo de este Trabajo de Fin de Master, los
eventos por los que se llega a padecer infertilidad en los hombres se atribuyen a causas
idiopaticas, debido en parte a la falta de informacion relacionada con las enfermedades que
dan lugar a la infertilidad. Con el analisis de datos realizado en este Trabajo de Fin de Master
se pretende demostrar la utilidad de las tecnologias “—6micas” para hallar nuevos posibles

marcadores o procesos involucrados a nivel genémico en la infertilidad masculina.

Con el objetivo de encontrar uno o varios elementos comunes entre toda la informacion
registrada en bases de datos publicas de las enfermedades relacionadas con la infertilidad
masculina, se ha llevado a cabo el analisis de la informacién recabada a través de la
construccién de redes complejas, mediante el uso de STRING y Cytoscape, y el tratamiento
con RStudio.

El uso de estas herramientas nos ha permitido detectar algunos genes y procesos
biol6gicos comunes entre las enfermedades estudiadas. Para encontrar genes relevantes a
través del estudio de redes (en este caso de forma individual para cada enfermedad) se han
analizado dos medidas de centralidad: la centralidad de grado y la intermediacién (degree
centrality y betweenness, respectivamente). Segun los pardmetros establecidos en nuestros
andlisis, hemos encontrado un gen que podemos considerar como altamente conectado por
ajustarse a ellos: se trata del gen HLA-C (Major Histocompatibility Complex, Class I, C) en la
red de interaccion de la sifilis, que se encuentra involucrado en la presentacion de antigenos
exbgenos al sistema inmune. Algunas rutas o procesos en los que se encuentra presente son:
rechazo de injertos, presentacion cruzada en el procesamiento de antigenos, infeccion en
humanos por citomegalovirus, se encuentra presente de forma innata en el sistema inmune...
Parece ser que pacientes con sifilis presentan alteraciones en la expresién del gen HLA-C
junto con genes de la familia KIR (Killer cell Inmunoglobulin-like receptors), ambos
interaccionan e intervienen en la regulacion de las células NK (Natural Killers) y algunas
células T, aungque algunos autores recomiendan realizar mas estudios para ver cual de los
dos complejos (KIR o HLA-C) tiene un papel dominante, en caso de que pueda establecerse
(Zhuang et al., 2012).

Los analisis conjuntos de todas las enfermedades en busca de genes comunes si han
arrojado mas resultados. Por un lado, se estudi6 la aparicibn de un mismo gen en varias

enfermedades y los grupos que formaban dichas enfermedades en base a los genes
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compartidos a través de RStudio. Algunos de los que aparecen en un mayor numero de

enfermedades son:

AR (Androgen Receptor), factor de transcripcion activado por ligando que regula la
expresion génica eucariota y afecta a la proliferacion y diferenciacion celular en los
tejidos diana. Algunas investigaciones demuestran que mutaciones Yy
polimorfismos asociados al gen AR estan significativamente asociados a una
espermatogénesis deficiente y a la infertilidad masculina idiopatica (Yong et al.,
2003). Hasta la fecha, se han documentado mas de 300 mutaciones. Las
mutaciones en AR que afectan severamente la cantidad, estructura o funcién de
los receptores androgénicos causan el conocido sindrome completo AlS (sindrome
de feminizacion testicular) (Yong et al., 2003).

GSTML1 (Glutathione S-Transferase Mu 1), que interviene en los procesos de 6xido-
reduccion exdgenos y enddgenos. Parece ser que hay consenso acerca de la
relacion de los genes de la familia GST (GSTM1, GSTT1 (este lo encontramos
también altamente representado en nuestras redes, pero no hemos encontrado
informacion relacionada en STRING ni DAVID) y GSTP1) (Paracchini et al., 2006;
Safarinejad et al., 2010; Salehi et al., 2012; Vani et al., 2010). Se ha observado que
el aumento de la frecuencia de los genotipos GSTM1 nulo y GSTT1 nulo en
pacientes infértiles en comparacion con los controles indica que los polimorfismos
GSTM1 y GSTT1 estan asociados con un aumento del riesgo de infertilidad
(Safarinejad et al., 2010). Por otro lado, Finotti et al. encontraron que polimorfismos
individuales en los genotipos asociados a GSTM1 y GSTP1 son susceptibles de
disminuir la calidad del semen y causar infertilidad (Finotti et al., 2009). Otro estudio
gue muestra que un genotipo GSTM1 nulo afecta a la calidad del esperma, a la
movilidad concretamente, es el de Vani et al., 2010. Ademas de a la calidad del
semen y al estrés oxidativo se ha establecido relacion entre GSTM1 y MTHFR, lo
gue podria afectar a las rutas metabdlicas encargadas de la metilacion, afectando
a la fertilidad y a la salud cardiovascular e interviniendo en procesos tumorales,

entre otros (Paracchini et al., 2006).

De igual forma, se construyeron redes de interaccion y, como se ha visto antes, gracias

al estudio estadistico con RStudio y el andlisis de redes esta vez de forma conjunta entre

todas las enfermedades) se pudo elaborar una lista de 41 genes. Centrandonos en los

parametros con los que se establecio el filtro para el estudio de redes (degree y betweenness),

algunos de los genes mas relevantes en la red de interaccién han sido:
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IL6 (Interleukin 6), que realiza una gran cantidad de funciones a nivel biologico: es
un potente inductor de la respuesta en fase aguda, desempefia un papel esencial
en la diferenciacion final de las células B en células secretoras de inmunoglobulinas
implicadas en la diferenciacién de linfocitos y monocitos, actia sobre las células B,
las células T, los hepatocitos, las células progenitoras hematopoyéticas y las
células del SNC, es necesaria para la generacion de células T(H)17, también actia
como una mioquina descargandose en el torrente sanguineo después de la
contraccion muscular y actla para aumentar la descomposicion de las grasas y
mejorar la resistencia a la insulina; por altimo, induce el crecimiento del mieloma 'y
el plasmacitoma y la diferenciacion de las células nerviosas. Dado que las
citoquinas pueden actuar sobre varias células diferentes, pueden mostrar una
superposicion considerable en sus efectos bioldgicos y pueden inducir la sintesis
de otras citoquinas, los resultados presentados por (Nallella et al., 2004) pueden
reflejar las intrincadas relaciones entre las diferentes citoquinas y su respuesta al
estado inmunoldgico y endocrino genital subyacente, en lugar de ser la causa de
la gravedad de la disfuncion testicular.

En el caso de los pacientes infértiles con varicocele se puede apreciar que tienen
mayores niveles de citoquinas y estrés oxidativo que los pacientes sanos, como lo
indican los niveles elevados de IL-6 y ROS y la disminucién de los niveles de
capacidad antioxidante total. La citoquina pro-inflamatoria IL-6 y el estrés oxidativo
pueden contribuir a la fisiopatologia de la infertilidad en hombres con varicocele
(Nallella et al., 2004).

Por otro lado, se ha visto que las interleucinas (IL-1 e IL-6) y TNF-a estan
intimamente relacionadas con la accidn del factor de crecimiento espermatogonial
en las células de Sertoli y germinales (Lamb, 1993).

ESR1 (Estrogen Receptor 1), participa en la regulacién de la expresién génica
eucaridtica y afecta a la proliferacion y diferenciacién celular en los tejidos diana.
Con el paso del tiempo esta quedando mas en evidencia que los estrégenos juegan
un papel vital en la capacidad reproductora humana (Giwercman, 2011). Otros
meta-andlisis sugieren que polimorfismos en ERs (ESR1 y ESR2) pueden tener
diferentes papeles en la predisposicion a la infertilidad masculina que varian en
diferentes etnias (Ge et al., 2014).

TP53 (Tumor Protein 53), actia como un supresor tumoral en muchos tipos de
tumores; induce la detencién del crecimiento o apoptosis dependiendo de las
circunstancias fisiolégicas y el tipo de célula. La presencia de p53 en los
espermatocitos primarios sugiere que desempefia un papel en la profase de la

meiosis. p53 se expresa en los testiculos tanto en los espermatocitos como en las
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espermatogonias. Esto sugiere que el gen TP53 es importante para la regulacion
de la apoptosis durante la espermatogénesis y puede estar asociado con la
infertilidad masculina (de Morais et al., 2016).

Segun otro estudio, los cambios en la expresién de TP53 estan asociados con la
fase principal que regula la progresion meidtica, con un pico en el estadio de
paquitene (Schwartz et al., 1993).

e TNF (Tumor Necrosis Factor) es secretada principalmente por macréfagos y puede
inducir la muerte celular de ciertas lineas celulares tumorales. Como ya se ha
comentado antes, parece ser que TNF y algunos genes de la familia de las
interleukinas estan intimamente relacionados, al menos en el caso de la infertilidad
masculina. En un estudio reciente, se ha analizado si la viscosidad del liquido
seminal estaba asociada con la produccion de ROS, la concentracién seminal de
leucocitos y los niveles seminales de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6) y
una citoquina antiinflamatoria (IL-10), asi como la influencia de las
infecciones/inflamaciones (inducidas por la produccion de ROS) en las glandulas

accesorias masculinas, todo ello con resultados positivos (Castiglione et al., 2014).

Como se puede observar, estos genes estan directamente relacionados con la
infertilidad masculina y no son solo una muestra de relacibn meramente estadistica o sin
ausencia total de pruebas de laboratorio. Prueba de ello es que las referencias descritas hacen

alusién a investigaciones en las que se estudia el efecto de dichos genes en la infertilidad.

Por otro lado, no solo se identificaron genes cuya expresion esta relacionada con la
infertilidad sino los procesos bioldgicos a los que dan lugar la interaccion entre dichos genes.
Algunos de los procesos mas significativos derivados de la red de interaccion son: respuesta
inmune, presentacion y procesamiento de antigenos, regulacion de la expresion génica y la
transcripcion, proliferacion celular, procesos de 6xido-reduccién y respuesta a farmacos o

compuestos xenobidticos.

También hemos de tener en cuenta que varios de los procesos y de los genes
resultantes estan intimamente relacionados con procesos tumorales, algo bastante l6gico ya
gue algunas de las enfermedades estudiadas son neoplasias y/o son producidas por
alteraciones del sistema inmune. Esta relacion también se ha establecido con anterioridad en
otros estudios (Shan et al., 2017; Thimon et al., 2007; Varambally et al., 2005).

El estrés oxidativo esta cada vez cobrando mas importancia en el proceso de
espermatogénesis (Safarinejad et al., 2010), lo que se ve reflejado en estudios que apoyan la
hipétesis de que una espermatogénesis deficiente esta asociada con un incremento del estrés

oxidativo en el plasma seminal (Agarwal & Said, 2005; Pasqualotto et al., 2000). Ademas, bajo
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condiciones patoldgicas la produccion de ROS excede la capacidad antioxidante del plasma

seminal y aumenta el estrés oxidativo (Naughton et al., 2001).

Los factores ambientales que afectan a la fertilidad masculina copan un amplio abanico
de causas, desde la luz ultravioleta hasta la polucion en el ambiente (Vargas et al., 2018).
Ademdas de estas causas, hay otro tipo de exposiciones: exposiciones ocupacionales
(asociadas al trabajo), tratamientos médicos, hormonas anabdlicas o farmacos supresores del
sistema inmune, que afectan a la fertilidad masculina (Sharpe, 2010). Estos factores causan
alteraciones en los mecanismos de regulacion genéticos y epigenéticos (Vargas et al., 2018),
dando lugar a distintas consecuencas entre las que se incluyen: morfologia anormal y
descenso del numero de espermatozoides y volumen (Carlsen et al., 1992; Irvine et al., 1996;
Swan et al., 2014). Desde esta perspectiva parece crucial entender los mecanismos genéticos
y epigenéticos en los que intervienen estos factores medioambientales y sustancias
exogenas. En esta misma linea, recientemente, estudios in vivo han mostrado que algunas
sustancias toxicas podrian cambiar la expresion de algunos ARNm que juegan un papel
importante en la produccion de esperma, en lo que a la regulacidon epigenética se refiere
(Zhang & Pan, 2009).

Otros de los efectos epigenéticos que se pueden dar son cambios en la metilacién del
ADN, con el agravante de que este cambio puede ser heredado por los descendientes (Anway
et al., 2006; Wilhelm-Benartzi et al., 2012).

Con el objetivo de confirmar si algunas de las conclusiones que se podian extraer de
las funciones de los genes y de la relacion establecida por los procesos biol6gicos eran ciertas
se realiz6, ademas de la revision de otros estudios, la validacion en datasets. Si bien con los
datasets encontrados se pudo refutar la presencia de una gran mayoria de genes, variando
los filtros y realizando una bisqueda ain mas exhaustiva en lo que a la busqueda de datasets

se refiere, puede ser posible encontrar la totalidad de los genes de la lista.

Este estudio presenta algunas limitaciones inherentes al proceso mediante el cual se
lleva a cabo. Por un lado, debido a la variabilidad derivada de trabajar con multitud de
enfermedades simultaneamente no se han podido tener en cuenta parametros, ademas de

los ya utilizados (FDR y p-valor ajustado), como la tasa de cambio (F).

Como hemos visto, la masa de datos generados por estas tecnologias de alto
rendimiento estd claramente subexplorada, lo que representa un gran reto para la
investigacion biomédica, ya que toda esta informacion necesita ser procesada y analizada
cuidadosamente utilizando potentes aplicaciones bioinformaticas. El hecho es que hemos
llegado a un cuello de botella en la gestion de datos: tenemos muchos mas datos de los que

somos capaces de analizar e interpretar plenamente. De hecho, millones de conjuntos de
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datos de expresion génica estan disponibles publicamente en repositorios (por ejemplo, Gene
Expression Omnibus, GEO y ArrayExpress), de donde se extraen datos para compararlos con
las investigaciones que se estén realizando de forma paralela a nivel de laboratorio (Baker,
2012).

Ademas, es necesaria la aplicacién de experimentos en el laboratorio para corroborar

algunas de las hipétesis que se pueden extraer de este tipo de estudios.
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6. CONCLUSIONES

1. Las herramientas y andlisis bioinforméticos permiten extraer informacion relevante
de las investigaciones llevadas a cabo en el laboratorio y, ademas, pueden ayudar a detectar

posibles indicios para validar nuevas hipoétesis.

2. Los genes considerados como relevantes dentro del conjunto de enfermedades
relacionadas con la infertilidad masculina muestran que los procesos biolégicos mas
importantes que pueden dar lugar a esta enfermedad son: respuesta inmune, presentacion y
procesamiento de antigenos, regulacion de la expresion génica y la transcripcion, proliferacién

celular, procesos de éxido-reduccion y respuesta a farmacos o compuestos xenobibticos.

3. Seria conveniente analizar de forma mas profunda el gen GSTTL1 y sus interacciones
utilizando otras bases de datos, ya que parece que estd intimamente relacionado con la
infertilidad masculina, al igual que el resto de genes de la familia GST.

4. Con la validacion con otro tipo de estudios complementarios podria confirmarse la
expresion diferencial de dichos genes como algunas de las causas enddgenas de la

infertilidad masculina.

5. Seria interesante hacer hincapié en estudios epigenéticos para comprobar si la
aparicion de la infertilidad masculina parece ser una dolencia mayormente causada por
déficits en el organismo del hombre de forma congénita en lugar de que dichos déficits puedan

ser debidos a causas exdgenas.
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